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NF-κB  nuclear factor-kappaB 
NMRI  Naval Medical Research Institute 
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N-Terminus aminoterminales Ende 
p   Wahrscheinlichkeit 
p38   Protein 38 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAI   Pathogenitätsinsel 
PAR1/MAR protease-activated receptor/microtubule affinity-regulated 
PBS   Phosphate buffered saline 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
PEN   Polyethylennaphthalat 
pE   primäre Epithelzellen 
PLC   Phospholipase 
Ppp1r12  protein phosphatase 1 regulatory subunit 12 
PP2A  phospho-serine/threonine phosphatese 
prkcd   Protein kinase C delta type 
qPCR  quantitative Real-Time-PCR 
Rac1   Ras-ähnliches G-Protein 
Rho   Ras-homology 
ROCK  Rho-associated protein kinase 
rpm   Umdrehung pro Minute (rotation per minute) 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute-Medium 
RQ   relative Quantifizierung/Expressionsunterschied 
RT   Raumtemperatur 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SH2, SH3  src domain 
SHP-2  tyrosine-protein phosphatase 
SPF   spezifisch pathogenfrei 
spp1   Osteopontin 
Src   rous sarcoma oncogene 
SRR   side reaction reducer 
Tab.   Tabelle 
T4SS   Typ-4-Sekretionssystem 
TBS   Tris-buffered saline 
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1 EINLEITUNG 
 
1.1 Das Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) 
 
H. pylori ist ein gram-negatives, mikroaerophiles, spiralförmiges Bakterium, welches die 
Magenschleimhaut im Bereich der Antrum- und Corpus-Region besiedelt 1,2,3. Die 
Entdeckung bzw. Kultivierung des Keims im Jahre 1982 durch Robin Warren und Barry 
Marshall war eher durch einen Zufall geprägt 4. Aufgrund der Ähnlichkeit zu Campylobacter, 
wurden die H. pylori zunächst nach den Kulturbedingungen der Campylobacter angezogen 5. 
In weiteren Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, dass sich die Morphologie und die 
molekularen und biochemischen Eigenschaften von H. pylori den Campylobacter 
unterscheidet 6,7,8, woraufhin H. pylori im Jahre 1989 als eine eigenständige Gattung 
postuliert wurde 9. Biochemisch zeichnet sich H. pylori primär durch seine Ureaseaktivtät aus, 
die ihm das Überleben im sauren Milieu (pH 1,4) des Magens ermöglicht 10,11. Das Enzym 
Urease, ein cytosolisches Ni2+-haltiges Enzym, besteht aus zwei Untereinheiten (UreA und 
UreB) und stellt einen essentiellen Faktor für die Pathogenität von H. pylori dar 12. Da jedoch 
H. pylori nur für kurze Zeit bei niedrigen pH-Werten des Magens überleben kann 13, dringt es 
mit Hilfe seiner unipolaren Flagellen in die bicarbonatgepufferte Schleimschicht der 
Magenmukosa ein 14.  
 
Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. pylori, 







H. pylori besitzt fünf bis sechs dieser Geißeln (Flagellen), welche jeweils aus zwei 
strukturellen Untereinheiten (Flagellinproteinen), FlaA (53 kDa) und FlaB (54 kDa) bestehen 
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15,16,17. Damit ist es dem H. pylori möglich, sich aktiv fortzubewegen 18 und sich in dem vor 
Säureeinwirkung geschützten viskosen Mukus der Ephithelschicht zuzuwenden. Im direkten 
Kontakt mit der Epitheloberfläche kann der Keim auf unterschiedlichste Weise eine direkte 
und indirekte Schädigung der Magenschleimhaut verursachen 19,20,21,22. Die Infektion mit dem 
Keim ist heute eine der häufigsten humanen Infektionskrankheiten mit teils 
lebensbedrohlichen Folgeerkrankungen. Obwohl H. pylori, seit der ersten Anzucht bzw. 
Kultivierung 1983 aus Magenbiopsien, einer der am gründlichsten untersuchten bakteriellen 
Krankheitserreger ist, sind viele wesentliche Details des Infektions- und des 
Krankheitsverlaufes nach wie vor noch nicht ausreichend geklärt 5. 
 
1.2 Epidemiologie, Pathogenese und H. pylori-assoziierte Krankheiten 
 
H. pylori ist ein weltweit verbreiteter Keim. Etwa 50 % aller Menschen sind mit H. pylori 
infiziert, wobei sich sowohl innerhalb als auch zwischen verschiedenen Ländern große 
Unterschiede zeigen 23,197,198. In den Industrieländern liegt die Prävalenz bei 20-50 %, 
während in den Entwicklungsländern über 90 % der Bevölkerung mit H. pylori infiziert sind 
(Abb. 2) 24,25,26,27,28.  
 
Abb.2: Verteilung der Infektions-
raten der Weltbevölkerung mit 







Für die Inzidenz einer Infektion spielen die geographische Region und der sozioökonomische 
Status eine wichtige Rolle 29,30,31. Die Rate der Infizierten steigt mit dem Alter der 
untersuchten Populationsschicht deutlich an, wobei die Infektion meist schon im Kindesalter 
innerhalb der Familie auf oral-oralem oder fäkal-oralem Weg stattfindet 32,33,34,35,36. In 90 % 
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der Fälle verläuft eine Infektion mit H. pylori symptomlos und kann ohne entsprechende 
Behandlung jahrzehnte- bis lebenslang im Magen persistieren 37. Eine bakterielle 
Kolonisierung des Magens kann aber auch mit der Entstehung schwerer gastrointestinaler 
Krankheiten gekoppelt sein 25,37,38. Als Folge einer chronischen Entzündung entstehen im 
Laufe der Jahre Krankheiten wie Ulcerationen, Magenkarzinome 39,40,41 oder MALT (mucosa 
associated lymphoid tissue)-Lymphome 42,43,44,45,46. Des Weiteren induziert die Infektion mit 
H. pylori eine direkte DNA-Schädigung der Wirtszelle 47, sowie Apoptose aber auch 
Proliferation der Wirtszellen 48,49. Folgerichtig wurde H. pylori im Jahre 1994 von der World 
Health Organisation (WHO) als Karzinogen der Gruppe Ι eingestuft 50.  
Die Schwere der Erkrankung hängt von den genetischen Wirtsfaktoren, Umwelteinflüssen 
und vor allem von den Pathogenitätsfaktoren des Bakteriums ab. Pathogenitätsfaktoren von 
H. pylori wie die cag-Pathogenitätsinsel (-PAI) mit dem translozierten Protein Zytotoxin 
assoziiertes Gen A (CagA), das vakuolisierende Zytotoxin (VacA) sowie das Adhäsin (BabA) 
sind dabei signifikant mit der Ausbildung einer atrophischen Gastritis verknüpft.  
 
1.3 Bakterielle Virulenzfaktoren und Induktion von intrazellulären 
Signaltransduktionswegen 
 
Ein Virulenzfaktor von H. pylori ist das vakuolisierende Zytotoxin-A (vacuolating toxin A, 
VacA), ein 87 kDa schweres Protein, welches vom Gen vacA kodiert wird. Das vacA-Gen ist 
in nahezu allen H. pylori Stämmen vorhanden, dennoch zeigen nur etwa 50 % der H. pylori 
Stämme eine vakuolisierende Aktivität 51,52. Diesem Phänomen liegen 
Sequenzpolymorphismen zugrunde, aufgrund derer sich verschiedene VacA-Allele 
unterscheiden lassen 53. Dieser VacA-Polymorphismus zeigt sich in zwei verschiedenen 
Signalsequenzen (s1 und s2) sowie in zwei verschiedenen Mittelregionen (m1 und m2). 
H. pylori Stämme, die die Kombination s1/m1 besitzen, sezernieren größere Mengen an VacA 
als s1/m2-Stämme. Die Varianten s2/m1 und s2/m2 werden nicht sezerniert und Stämme mit 
diesen Genotypen zeigen demzufolge auch keine messbare VacA-Aktivität 53. Damit werden 
H. pylori Stämme in hochpathogene Typ-I- und weniger pathogene Typ-II-Stämme unterteilt 
54, wobei die Typ-II-Stämme kein VacA exprimieren und damit weniger virulent sind als die 
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Typ-I-Stämme 54. H. pylori-Genotypen mit starker vakuolisierender Aktivität (s1m1VacA) 
sind meist mit der Anwesenheit des cagA-Gens assoziiert 55. Nachfolgende Untersuchungen 
konnten das cagA-Gen als Bestandteil einer Pathogenitätsinsel (-PAI) identifizieren 56. 
H. pylori Stämme vom Typ-II besitzen keine Pathogenitätsinsel mit CagA als Effektorprotein 
und wirken nur schwach vakuolisierend 52,57. Demnach korrelieren cagA/s1m1vacA-positive 
Stämme mit schweren Krankheitsverläufen und dem Auftreten schwerwiegender 
Folgeerkrankungen wie Ulcus oder Magenkarzinome 58,59. H. pylori Stämme vom Typ-I 
tragen die cag-PAI, die für ein Typ-4-Sekretionssystem (T4SS) kodiert 60, welches die 
Injektion des CagA-Effektorproteins (130-170 kDa) in die Wirtszellen transloziert 61. Dieses 
interagiert in der Zielzelle mit diversen Wirtsproteinen und beeinflusst verschiedene 
Signaltransduktionswege, das Zytoskelett und die Funktion von Proteinen der zellulären tight 
junctions wie dem Gerüstprotein ZO-1 und dem Transmembranprotein JAM (junctional 
adhesion molecules) (Abb. 3) 62,63, was zum Aufbrechen der Barrierefunktion des 
Magenepithels in vivo führt. Des Weiteren phosphorylieren die Src-Kinasen (c-Src) das 
intrazelluläre CagA 64, welches dann mit weiteren Wirtsproteinen interagieren kann 65,66. 
Phosphoryliertes CagA beispielsweise interagiert mit SHP-2, was zu einer anormalen 
Aktivität des bona fide Oncoproteins führt 67, dies wiederum resultiert in der Ausbildung des 
charakteristischen hummingbird-Phänotyps und der verstärkten Zellmigration 68. Das durch 
CagA aktivierte SHP-2 moduliert über die Interaktionen mit dem c-Met Rezeptor und der 
Phospholipase C die Regulationsnetzwerke der Signaltransduktion 69, dies resultiert in der 
Modifikation zellulärer Elongation und Motilität. Phosphoryliertes CagA ist aber auch in der 
Lage, c-Src direkt oder indirekt über die Aktivierung von Csk zu blockieren. Dies führt 
wiederum zur Dephosphorylierung von Ezrin und Cortaktin mit Auswirkung auf die 
Organisation des Aktin-Zytoskeletts 70. Selbst die NF-κB-abhängige Induktion von 
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-8, lange als CagA-unabhängiger Vorgang 
beschrieben, wurde mittlerweile als CagA-abhängiger Vorgang postuliert 71,72,73;74,75,76,77. 
Die Entstehung der chronischen Gastritis ist durch die vermehrte Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel dem IL-8, gekennzeichnet. IL-8 induziert 
eine Infiltration der Magenmukosa mit Entzündungszellen wie den neutrophilen Granulozyten 
und Monozyten 78. Des Weiteren resultiert die Infektion von gastrischen Epithelzellen mit 
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cag-PAI+-H. pylori Stämmen in einer Aktivierung der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK1/2, 
sowie den Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 79,80,81.  
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung über den CagA-vermittelten Typ-4-Sekretionsweg. 
(1) CagA wird über das T4SS in die Zelle eingeschleust. (2) CagA assoziiert unabhängig von seiner 
Tyrosinphosphorylierung mit den tight junction-Proteinen JAM und ZO-1. (3) Die Src-Tyrosinkinase 
phosphoryliert CagA an den EPIYA-Seiten. (4) Phosphoryliertes CagA bindet die C-terminale Src-
Kinase (Csk), wobei das Src über einen negativen Rückkopplungsmechanismus gehemmt wird. (5) Die 
Hemmung von c-Src führt zur Dephosphorylierung der zellulären Proteine Cortactin und Ezrin, was zu 
einer Veränderung der Zellmorphologie und der Beweglichkeit führt. (6) Phosphoryliertes CagA 
aktiviert das zelluläre SHP-2 über die SH2 Domäne. (7) Der CagA/SHP-2-Komplex interagiert mit dem 
c-Met-Rezeptor und PLCγ. (8) Das aktivierte SHP-2 stimuliert den ERK/MAPK-Signalweg. Die 
Aktivierung von SHP-2, c-Met und ERK ist für den CagA-induzierten Elongationstyp und die 
Zellbewegung erforderlich 63. 
 
1.4 Infektionsablauf und klinische Relevanz 
 
Nachdem H. pylori auf oralem Weg aufgenommen wurde, findet eine chemotaktische 
Orientierung des H. pylori in Richtung Magenoberfläche statt, gefolgt vom Eindringen in die 
Mukusschicht und der Kolonisation an das Mukosaepithel. Da eine Heilung, wegen der 
Fähigkeit des Keims lebenslang im Magen zu persistieren, nicht stattfindet, entwickelt sich im 
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Verlauf eine chronisch aktive Oberflächengastritis mit einer zusätzlichen Einwanderung von 
T- und B-Lymphozyten, Monozyten und eosinophilen Granulozyten in der Lamina propria 
der Magenschleimhaut 82. Diese Erkrankung beginnt meist im präpylorischen antralen 
Mukosabereich, aber auch in der Corpusregion und kann sich im Laufe der Zeit nach 
proximal ausbreiten. Infolge der anhaltenden Schleimhautschädigung kann auch ein 
peptischer Duodenalulkus oder ein Malignom entstehen 18,83. Im Rahmen der chronischen 
Entzündung ist eine umfassende Immunantwort, sowohl des angeborenen als auch 
erworbenen Immunsystems die Folge. Nach einer starken Infiltration von Granulozyten und 
Monozyten (nicht-atrophische, aktive Gastritis) in die Magenmukosa 84, produzieren die 
Epithelzellen proinflammatorische Zytokine wie IL-8, IL-1β und den Tumornekrosefaktor 
(TNF)-α, welche wiederum die Zellen des Immunsystems anlocken 85. Im Fall einer 
„normalen“ Infektion wird der Erreger durch Phagozytose und Produktion reaktiver 
Sauerstoffverbindungen (●OH) und NO beseitigt. H. pylori hat jedoch verschiedene 
Mechanismen entwickelt, der Reaktion des angeborenen Immunsystems zu entkommen. Zur 
enzymatischen Beseitigung der reaktiven Sauerstoffverbindung bedient er sich der Produktion 
von Katalase und der Superoxid-Dismutase 86. Außerdem wird das im oberen Teil der Arbeit 
beschriebene VacA zur Hemmung der Phagosomen-Reifung produziert, was das Abtöten 
phagozytierter Zellen durch Makrophagen verhindert 87,88. Im späteren Verlauf einer Infektion 
werden Zellen des adaptiven Immunsystems zur Infektion rekrutiert. Histologische 
Untersuchungen humaner Magenbiopsien haben gezeigt, dass bei einer Infektion mit H. pylori 
vor allem CD4+-T-Lymphozyten dominieren 89,90. Dabei stimuliert das freigesetzte IL-12 die 
Aktivität der natürlichen Killerzellen und die Differenzierung von CD4+-T-Lymphozyten zu 
TH-Zellen. H. pylori-spezifische CD4+-T-Lymphozyten aus Biopsien entsprechen somit 
aufgrund der gebildeten Zytokine (IL-12, IFN-γ, TNF-α) dem Subtyp TH1. Im weiteren 
Verlauf der chronischen Entzündung kommt es zu intestinalen Metaplasien und zu 
Dysplasien. Die beiden morphologischen Veränderungen der Magenmukosa zeichnen sich 
durch ein Auflösen der Epithelgrenzen, Verlust von Drüsen und säureproduzierender 
Parietalzellen sowie Infiltration von Immunzellen der Submukosa aus, woraufhin es im 
weiteren Verlauf zur Bildung von Adenokarzinomen kommen kann 91,92.  
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1.5 Proteasen in der H. pylori-induzierten Magenkarzinogenese 
 
Bekannt ist, dass am Wachstum eines Tumors proteolytische Enzyme maßgeblich beteiligt 
sind, welche die Fähigkeit besitzen, Proteine der extrazellulären Matrix und auch der 
Basalmembran zu degradieren und somit viele physiologische aber auch pathologische 
Mechanismen zu beeinflussen 93. Die extrazelluläre Matrix besteht aus Proteoglykanen, 
Glukosaminoglykanen, Kollagen I bis V, Glykoproteinen wie dem Laminin, Fibronektin, 
Vitronektin oder Thrombospondin und Elastin 94. Für deren Überwindung spielen Peptidasen 
wie die Threonin-, Cystein- (z.B. Cathepsine B, D, L), Aspartat- und Serinproteasen (z.B. 
Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA), Thrombin) sowie Matrixmetalloproteasen (MMPs) 
eine essentielle Rolle 95. Diese Enzyme werden von den Tumorzellen selbst, aber auch von 
Fibroblasten, den Entzündungszellen oder den endothelialen Zellen, welche den Tumor 
umgeben, synthetisiert und sind ihrerseits in der Lage, die Basalmembran zu degradieren und 
somit das Wandern und Ausbreiten der Tumorzellen zu erleichtern. Der Umbau von EZM-
Bestandteilen und die Prozessierung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sind aber nicht 
nur für invasive Prozesse bei Tumoren entscheidend, sondern auch für das Einwandern von 
Entzündungszellen unerlässlich. Während also mehrere Arbeiten die Expression von 
Proteasen im Magenkarzinom beschreiben 96,97, gab es lange Zeit keine Daten zur Beteiligung 
von Proteasen bei der Entstehung von Gastriden und premalignen Vorerkrankungen 98,99,100. 
Im Ulkusgewebe fand sich eine signifikant höhere Konzentration von aktiven MMP-1 als in 
gesunder Mukosa 101,102. Im Jahre 2003 belegten dann vier Arbeiten einen Zusammenhang 
zwischen der H. pylori-Stimulation, der Expression von MMP`s und der Gewebedestruktion 
bei Gastritiden und Ulkuserkrankungen 103,104,105,106. Zur Expression von Cysteinproteasen bei 
entzündlichen Magenerkrankungen war noch weniger bekannt 107,108.  
 
1.6 Cathepsine  
 
Bei den Cysteinproteasen handelt es sich um Proteasen, die vorrangig in Lysosomen 
lokalisiert sind und dort Proteine und Peptide spalten und abbauen 109. Die humanen 
lysosomalen Cysteinproteasen sind die sogenannten Cathepsine, wobei der Begriff Cathepsin 
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aus dem Griechischen καθεψειν (verdauen) kommt und erstmalig 1929 von Willstätter und 
Bamann beschrieben wurde 110. Die Cathepsine bilden eine große Gruppe ubiquitär 
vorkommender Enzyme 111 von denen bisher 11 Vertreter (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, 
V, W und X) im humanen Organismus beschrieben wurden 112,113,114,115. Die meisten 
Cathepsine sind relativ kleine Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 20 und 35 kDa 
und zeigen alle einen ähnlichen Aufbau, bestehend aus einem Signalpeptid, einem Propeptid 
und der katalytischen Domäne 116. Dabei werden die Cathepsine als prä-Proenzyme 
exprimiert und mit Hilfe des Signalpeptids über den Mannose-6-Phosphat-Weg durch die ER-
Membran zu den Lysosomen transportiert 117,118, wo sie durch Abspaltung des Propeptids 
aktiviert werden 119,120. Zahlreiche Studien über Struktur, Synthese, Aktivierung und 
Vorkommen sowie Funktion von Cathepsinen bei physiologischen und pathophysiologischen 
Prozessen wurden bereits veröffentlicht 121,122,123. Neben der Beteiligung an physiologischen 
Prozessen sind es aber vor allem die degenerativen, entzündlichen Tumorerkrankungen, die 
mit Cathepsinen in Zusammenhang gebracht worden sind 124,125. Eine Beteiligung von 
Cathepsinen wurde z.B. bei der Pankreatitis, Parodontose 126, Glomerulonephritis und der 
rheumatoiden Arthritis 127,128 sowie der multiplen Sklerose 129 nachgewiesen. Des Weiteren 
wurden erhöhte Expressionswerte von Cathepsin B, H und L in Tumorgeweben von Brust-, 
Magen-Darm-, Kopf-Hals-, Lungen-, Kolorektal- und Hautkrebs nachgewiesen 112. CTSB ist 
nachweislich auch an der Metastasierungskaskade diverser Tumore beteiligt 130,131,132. 
Cathepsine sind nicht nur direkt am Abbau der EZM beteiligt, sondern auch indirekt, indem 
sie andere Proteine oder Proteasen aktivieren. Kaskadenartig aktivieren die Cathepsine B und 
L den Pro-uPA (Urokinasetyp-Plasminogen Aktivator) 133,134 und verstärken damit die 
Proteolyse und die Aktivität weiterer Proteasen, z.B. Plasminogen und 
Matrixmetalloproteasen (MMPs) 135. 
Da den Cathepsinen ein diagnostisches und therapeutisches Potenzial in der Karzinogenese 
zugesprochen wird 136, sind Regulations- und Funktionsanalysen spezifischer Proteasen von 
großer Bedeutung. Ein wichtiger Beitrag hierzu wurde in den letzten Jahren durch die 
Generierung von Cathepsin-knock-out-Mäusen geleistet. Dies zeigte neue individuelle 
physiologische und pathologische Funktionen von spezifischen Cathepsinen auf. CTSB-
defiziente Mäuse zeigten beispielsweise in einem Brustkrebsmodell eine verzögerte Bildung 
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der Primärtumoren und eine reduzierte Metastasenbildung in der Lunge 137. CTSB- und L-
double-knock-out-Mäuse starben sogar kurze Zeit nach der Geburt aufgrund schwerer 
Hirnatrophien 138. Auch führt eine Deregulation der Aktivität von CTSK zu einer 
Akkumulation von Knochenmaterial (Osteosklerose/Osteopetrose) 139 und der Verlust von 
CTSK zu einem Knochenverlust (Osteoporose) 140. 
 
1.6.1 Cathepsin X: Struktur, Aktivität und biologische Funktion 
 
Für Cathepsin X (CATX auch: CATZ, P oder Y), eine erst vor kurzem entdeckte 
Cysteinprotease 141, wurde ursprünglich eine ubiquitäre Expression in vielen verschiedenen 
Geweben postuliert 142,143. Unsere Vorarbeiten zeigten jedoch eindeutig eine bevorzugte 
gewebeabhängige, zellspezifische Expression in Makrophagen und Monozyten 144,145,146. 
Deshalb wäre es möglich, dass CTSX eine spezifische Funktion im Immunsystem und damit 
auch bei inflammatorischen Prozessen ausübt, da Makrophagen wichtige Effektoren des 
angeborenen Immunsystems sind. Diese These wird durch Studien von Naegler et al. (2006) 
unterstützt, welche eine erhöhte Expression von CTSX im Plasma von Patienten mit 
Mehrfachverletzungen nachwiesen 147. Im Vergleich zu den anderen Cysteinproteasen zeigt 
das CTSX einige strukturelle Besonderheiten, wie z.B. ein extrem kurzes Propeptid 148. 
Außerdem findet man eine Insertion von drei Aminosäuren in der Nähe des aktiven Zentrums 
(Abb. 4), welche mit zwei weiteren Aminosäuren eine kleine Schleife (mini-loop) ausbilden 
und die Monopeptidyl-Carboxypeptidaseaktivität des Enzyms darstellen 141. Für das CATX 
konnte die für die Cathepsine typische Zwei-Domänen-Struktur gezeigt werden, mit α-Helix-
Strukturen im N-terminalen Anteil und mehrheitlich β-Faltblatt-Strukturen in der C-
terminalen Domäne 149. Außerdem besitzt die Protease ein RGD-Bindungsmotiv, so dass 
CTSX mit β2- und β3-Integrinen interagieren kann, um so Adhäsion und Phagozytose von 
Makrophagen, die Migration von T-Lymphozyten und Reifung von dendritischen Zellen zu 
modulieren 150,151,152. Eine carboxyterminale Prozessierung ist mittlerweile für LFA-1 und 
Bradikin/Kallidin nachgewiesen, so dass von einer multifaktoriellen Interaktion von CTSX in 
der Immunantwort auszugehen ist 153,154.  
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Abb. 4: Struktur des humanen CATX. 
Das Propeptid ist in grau, die katalytischen Reste als Kugel-
Stab-Modell dargestellt.  
 
gelb = Cystein 92 
violett = Histidin 241 






Außerdem besitzt das CTSX höchste Homologie zu CTSB. Aktuelle Daten belegen die 
gegenseitige Beeinflussung von CTSX- und B, in denen der Verlust des CTSB einen Anstieg 
des extrazellulären CTSX mit einer gesteigerten Invasionsaktivität bedingt 137. Zudem gibt es 
Befunde, dass das CATX an der Entstehung von Tumoren beteiligt ist 155. Bestätigt wurde die 
verstärkte Expression von CATX in H. pylori-infizierten Magenkarzinom-Zellen, in THP-1-
Makrophagen, im Magenkarzinomgewebe und auch beim Prostatakarzinom. Die erhöhte 
Expression im Gewebe fand sich nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in infiltrierenden 
Makrophagen 146,156. CTSX-defiziente Mäuse zeigten darüber hinaus, im Vergleich zum WT 
und CTSB-defizienten Mäusen, größere Mammatumoren 157, passend zu den Befunden von 
Decock et al. (2008), die in Mammakarzinompatienten niedrige Serumlevel von CTSX 
nachgewiesen haben 158. Eine Beteiligung an pathologischen Prozessen ist somit zwar 
nachgewiesen, jedoch ist die spezifische Rolle des CTSX bezüglich des 
Entzündungsgeschehens und speziell der Magenkarzinogense völlig unklar. 
 
1.6.2 Cathepsin X in der Magenkarzinogenese 
 
Die Aufgabe dieser Promotionsarbeit ist die Analyse der Expression, Regulation, Lokalisation 
und Funktion von CTSX im Rahmen einer von H. pylori-induzierten Gastritis. Von den 
Cathepsinen B (CTSB), K (CTSK), L (CTSL), X (CTSX), und W (CTSW) konnte in 
Magenbiopsien jedoch nur das CTSX, speziell im Antrum, eine signifikant höhere Expression 
auf mRNA- und Proteinebene nach Stimulation mit H. pylori nachgewiesen werden 159. Zum 
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damaligen Zeitpunkt war unklar, ob dieser Anstieg primär in der vermehrten Anzahl von 
CTSX-positiven, eingewanderten Makrophagen begründet ist (Hauptquelle der Expression 
von CTSX) oder aber auch in der Expression von CTSX in Drüsenepithelzellen. In 
durchgeführten Interaktionsstudien in vitro bzw. Ko-Kulturen mit Epithelzellen, Monozyten 
und Fibroblasten zeigten alle beteiligten Zellpopulationen eine vermehrte Expression, 
ausgelöst durch die Zell-Zell-Kontakte und Matrixinteraktionen 146. Unter Verwendung 
weiterer Zellkulturversuche konnte sogar eine differentielle Abhängigkeit der Zellarten vom 
CagA-Protein des H. pylori nachgewiesen werden. Während cagA--Infektionen zwar im 
Epithel eine gesteigerte Expression von CTSX zeigten, können nur cagA+-Stämme eine 
Induktion in Makrophagen hervorrufen, was ein weiterer Hinweis auf eine spezifische 
H. pylori-abhängige Regulation der Expression im Magen darstellt. Stimulationsexperimente 
mit proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen unterstützen die zelltyp-abhängige 
Regulation von CTSX im Magen. Die Regulation der CTSX-Expression erfolgt dabei im 
Epithel über den JNK-Signaltransduktionsweg und in den Makrophagen über den ERK1/2-
Signalweg. Des Weiteren konnten funktionelle Studien eine Beteiligung an der Erhöhung der 
Migration von H. pylori-infizierten Epithelzellen aufzeigen 146,160. Bei der Suche nach 
möglichen Regulatoren der CTSX-Expression konnte mittels cDNA-Mikroarray eine erhöhte 
Expression von verschiedenen Genen vor allem von MMP-1 gezeigt werden 161. Ob und in 
welcher Weise die bisher gezeigten bzw. beschriebenen Effekte von CTSX an der H. pylori-
induzierten Magenkarzinogenese beteiligt sind, bleibt noch weiter zu untersuchen. Zwar 
korreliert die Expression von CTSX positiv mit einer schlechten Prognose von Patienten, 
jedoch ist wenig über spezifische tumorbiologische Funktionen von CTSX bekannt.  
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2 Zielsetzung der Arbeit 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, die Bedeutung der H. pylori-induzierten CTSX-
Expression für die Magenkarzinogenese unter Verwendung eines transgenen Mausmodells zu 
analysieren und zu charakterisieren. Die ersten bzw. bisherigen Funktionen wurden mit Hilfe 
von Karzinomzellmodellen identifiziert. Durch die Etablierung von primären Epithelzellen 
aus Biopsie- bzw. Gastrektomiematerial des Magens, konnte ein in vivo-nahes Zellmodell mit 
allen Eigenschaften eines polarisierten Oberflächenepithels geschaffen werden, wie die 
Expression von CK20, MUC-5AC und E-Cadherin und intakten Zell-Zell-Kontakten 
(Expression von ZO-1 und p120 Catenin) 161.  
Aus einer Kooperation mit der Universitätsklinik in Freiburg (Prof. Peters, PD. Dr. 
Reinheckel) wurden CTSX-defiziente Mäuse (C57BL/6ctsz-/-) zur Verfügung gestellt. 
Während das Infektionsmodell unter Nutzung des H. pylori Stammes Sydney strain 1 
(HpSS1) andauert, war es Ziel dieser Arbeit vorab Infektionen in vitro an primären 
Zellkulturen der Maus (primäre Epithelzellen und Monozyten/Makrophagen aus WT- und 
ctsz-/-) durchzuführen. Dazu sollte zunächst das humane Primärepithelmodell auf den 
Mausmagen adaptiert und die H. pylori-Infektion in vitro etabliert werden. Mit diesem 
Zellsystem sollte dann eine systematische Untersuchung einzelner Funktions- und 
Regulationsmechanismen für CTSX durchgeführt werden, um damit potentielle Rückschlüsse 
und Erklärungen für die Daten in vivo zu liefern. Dazu sollen folgenden Untersuchungen an 
CTSX-defizientem Gewebe bzw. an primären Epithelzellen der Maus und den entsprechenden 
Kontrollen erfolgen:  
 
• Analyse der Expression von einzelnen Cathepsinen in H. pylori-infizierten und 
H. pylori-freien Proben - Vergleich von Gewebelysaten und primären Zellkulturen 
mittels qPCR. 
 
• Quantifizierung der Expression von Zytokinen (CXCL1, IL-6, IL-1β) bzw. des 
Chemokins MCP-1 in Mono- und Makrophagen-Ko-Kulturen von WT- und ctsx-/- -
Mäusen vor und nach einer H. pylori-Infektion mittels qPCRs. 
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• Nachweis differentiell exprimierter Gene der adaptiven Immunabwehr in infizierten 
und nicht-infizierten WT- und ctsx-/--Epithelzellen mittels eines spezifischen cDNA-
Mikroarrays.  
 
• Untersuchung morphologischer Veränderungen und zellulärer Interaktion von 
CTSX-positiven und -negativen Epithelzellen und Makrophagen mittels 
Konfrontationskulturen und Time-lapse Video Mikroskopie. 
 
• Charakterisierung des Einflusses der CTSX-Defizienz auf regulatorische Faktoren 
der gastralen Entzündungsantwort während der H. pylori-Infektion anhand von 
Laser-Mikrodissektion an Mausmagenproben kombiniert mit Expressionsarrays. 
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Allgemeine in dieser Arbeit verwendete Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, 
bei den folgenden Firmen bezogen und waren von handelsüblicher Reinheit:  
 
• Biochrom KG 
• Merck AG 
• Promega GmbH 
• Carl Roth GmbH & Co 
• Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
• Invitrogen GmbH 
• PAA Laboratories GmbH 
• Roche Pharma AG 
• Peqlab Biotechnologie GmbH 
 
3.1.2 Sonstige Labormaterialien 
 
Glasgefäße zur Aufbewahrung von Lösungen und zur Autoklavierung/Hitzesterilisierung 
wurden von folgenden Firmen bezogen: Falcon (Heidelberg), Carl Roth GmbH & Co. 
(Karlsruhe), Neolab (Heidelberg).  
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Labormaterialen Hersteller 
Campygen Oxoid, Wesel 
Chamber Slides Nunc, Wiesbaden 
Deckgläschen Lagerartikel 
Einbettkassetten (histologisch) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Einfrierröhrchen Greiner-Bio-One, Frickenhausen 
Einmalskalpelle Lagerartikel 
Handschuhe Hartmann, Heidenheim 
Kanülen und Spritzen BD Microlance, Bayern 
Kultur Insert Ibidi, Martinsried 
LightCycler Kapillaren Roche, Mannheim 
Membran Slides 1,0 Pen Zeiss, München 
Objektträger SuperFrost Plus Thermo Scientific, München 
Petrischalen Greiner, Solingen 
Pinzetten Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Pipetten Eppendorf, Hamburg 
Präparatenkasten Zeiss, München 
Präparationsschere Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1ml, 2 ml) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Reaktionsröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner, Solingen 
Rotilabo Färbekästen Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Rotilabo Objektträgerhalter Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Selectip Ureterkatheter Bard Portsysteme, Karlsruhe 
TransBlot Transfer Nitrocellulose  BioRad, München 
Transwell®-6-well 0,4 µm Omni Life Science, Hamburg 
Transwell®-Platten Costar Corning, München 
Tuberkulin-Spritzen 1ml B. Braun, Melsungen  
Wattestäbchen Raucotupf, Rengsdorf 
Zellkulturflaschen Biochrom, Berlin 
Zellkulturplatten 6-well Biochrom, Berlin 
Zellkulturschaber Biochrom, Berlin 
Einweg Impfösen Greiner, Solingen 
Uvette 200-1600 nm Eppendorf, Hamburg 
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3.1.3 Geräte 
 
Gerätetyp und Hersteller sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet: 
Geräte Hersteller 
37°C Schränke Memmert, Schwabach 
-80°C Gefrierschrank Fryka, Esslingen 
ABI PRISM 7900 Sequenzer Applied Biosystems, Darmstadt 
Brutschränke (CO2) Heraeus, Hanau 
Coulter Counter ZII Coulter Immunotech, Marseille 
Elektrophorese-Apparaturen Advance, Japan 
GEArray Chemilumineszenz  
Detection System 
SABiosciences, Biomol, Hamburg 
Gel/Western Blot Dokumentationsgerät Syngene, USA 
Gelkammer Advance, Japan 
Heizplatte/Thermomixer Heidolph, Weilheim 
HistoCenter Shandon, Frankfurt 
HyperCenter (LEICA ASP 300) Leica Microsystems, Wetzlar 
Konfokales Mikroskop  
(LEICA TCS SP2 Mikroskop) 
Leica Microsystems, Wetzlar 
Kühlschrank (4°C) Liebherr, Rostock 
Leica CM3050S-Kryostat Leica Mikrosystems, Wetzlar 
LightCycler-Gerät Roche, Mannheim 
Magnetrührer Neolab, Heidelberg 
Mikrotom Microm, Walldorf 
Mikrowelle Miele, Gütersloh 
Mini Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell 
BioRad, München 
Mini-PROTEAN®3 Electrophoresis Cell BioRad, München 
P.A.L.M. Mikrolaser Mikroskop   P.A.L.M Carl Zeiss, Bernried 
Paraffinstreckbad Medax Nagel GmbH, Kiel 
PCR System BioRad, München 
Phasenkontrastmikroskop Nikon, Düsseldorf 
pH-Messgerät WTW, Weilheim 
Photometer Eppendorf, Hamburg 
Schüttler Heidolph, Weilheim 
Sterilarbeitsbank Heraeus, Hana 
Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg 
Ultraschallgerät Bandelin, Berlin 
Vortex IKA®Werke, Staufen 
Waage Satorius, Göttingen 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
Zentrifugen Eppendorf, Hamburg 
 
 
   




ArrayGradeTM cRNA Cleanup Kit SABiosciences, Biomol, Hamburg 
Cell dissociation sieve-Tissue Grinder Kit Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DC Protein Assay Bio-Rad, München 
High Pure RNA Isolations Kit Roche, Mannheim 
High Pure RNA Tissue Kit Roche, Mannheim 
LCM Staining Kit Ambion, Darmstadt 
LightCycler FastStart DNA Master SYBR 
Green I 
Roche, Mannheim 
Oligo GEArray® Mouse T-cell and B-cell 
Activation Microarray 
SABiosciences, Biomol, Hamburg 
RNeasy® Micro Kit Qiagen, Hilden 
RT2 Nano PreAMP cDNA Synthesis Kit  SABiosciences, Biomol, Hamburg 
RT2 Nano PreAmp cDNA Synthesis 
Primer Mix (PBM-4088) 
SABiosciences, Biomol, Hamburg 
RT2 Profiler PCR Array (PAMM-088)  SABiosciences, Biomol, Hamburg 
RT2 SYBR GREEN/ROX qPCR Master Mix  SABiosciences, Biomol, Hamburg 
SuperSignal® Chemilumineszenz Substrat Millipore, Schwalbach 
Transkripter High Fidelity cDNA 
Synthesis Kit 
Roche, Mannheim 
TrueLabelingAMPTM 2.0 SABiosciences, Biomol, Hamburg 
Vectastatin ABC Kit Elite (Biotin/Avidin) Biozol, Eching 
 
3.1.5 Marker und Standards 
 
Marker/Standard Firma 
HyperLadder I Bioline, Luckenwalde 
HyperLadder II Bioline, Luckenwalde 
HyperLadder V Bioline, Luckenwalde 
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3.1.6 Puffer, Lösungen und Reagenzien 
 
Sofern nicht besonders vermerkt, wurden die Puffer mit destilliertem Wasser angesetzt. Die 
RNA-Isolation und alle weiteren Ansätze der qRT-PCR erfolgten mit RNase-freiem Wasser 
aus den jeweiligen Kits (Quiagen, Ambion). Die Zusammensetzungen aller weiteren 
benötigten Lösungen wurden bei den jeweiligen Methoden beschrieben.  
 
Puffer/Lösungen/Reagenzien Hersteller 
Agarose Biozym, Oldendorf 
AK-Verdünnungspuffer  DCS – Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg 
Borsäure Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
bovine serum albumin (BSA) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
brain heart infusion (BHI) Fluka, Schweiz 
Corbidbalsam Hecht-Mertens, Kiel 
Cryomatrix Thermo Scientific, München 
Crystal 10xDNA Ladepuffer Eppendorf, Hamburg 
Dimethylsulfoxid (DMSO) PAN-Biotech, Aidenbach 
Dulbecco´s modified eagle media (DMEM) Invitrogen, Darmstadt 
Eosin MERCK, Darmstadt 
Ethanol MERCK, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma Aldrich, Deisenhofen 
fetal bovine serum (FCS) PAA, Parsching 




Hämatoxylin MERCK, Darmstadt 
Lympholyte M Cedarlane, CA, USA 
Matrigel BD Biosciences, Heidelberg 
Paraffin Thermo Scientific, München 
Pferdeserum Biochrom, Berlin 
Phosphate buffered saline (PBS) Invitrogen, Darmstadt 
Plus SYBR-Green Roche, Mannheim 
Quantum 286 und 333 PAA, Cölbe 
RNase Away Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Rotiphorese® 10x SDS-PAGE Laufpuffer Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
RPMI 1640 PAA, Cölbe 
Serva DNA Stain G Serva, Heidelberg 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
ß-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
Xylol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
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3.1.7 Antibiotika 
 
Die in der Tabelle aufgeführten Antibiotika wurden von den Firmen Biochrom AG (Berlin) 
und Sigma Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Sie wurden vor Gebrauch den Nährmedien aus 
den Stammlösungen zugesetzt. 
 
Antibiotikum Endkonzentration 
Ampicillin 100 μg/ml 
Chloramphenicol     4 μg/ml 
Gentamycin   10 μg/ml 
Kanamycin     8 μg/ml 
Nystatin     1 μg/ml 
Penicillin/Streptomycin     5 μg/ml 
Trimethoprim     5 μg/ml 




Immunologische Proteinnachweise bzw. Inhibitorstudien wurden mit den in der Tabelle 
aufgeführten polyklonalen Antikörpern durchgeführt und, wenn nicht anders angegeben, nach 




Verdünnung Wirt Quelle 
MIF 
(macrophage migration inhibitory factor)
1:1000 rabbit Abcam, Cambridge 
Sekundäre  
Antikörper 
Verdünnung Wirt Quelle 
goat anti rabbit 1:25000 goat für Proteinchemie: 






Kollagenase I Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Dispase Invitrogen, Darmstadt 
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3.1.10 Oligonukleotide 
 
Die in der Arbeit verwendeten PCR-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitek BZW: 
BioTeZ (Berlin) bezogen und sind in folgender Tabelle aufgelistet:  
 
Tab. 1: Synthetisierte Primer der verwendeten Gene der Maus. 
Gen Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer bp °C 
Aktin  GTGCTGTCCCTGTATGCCTCTG AACCGCTCGTTGCCAATAGTG 349 55 
Ctsx CCTGTCCGGGAGGGAGAA TGGTTGATAACGGCCTGGTC 137 55 
Ctsb TGCGTTCGGTGAGGACATAGA GGACGGGAGCCATTGACAT 371 54 
Ctsl GGAGATGAACGCCTTTGGTG TTACAGCCCTGATTGCCTTGA 311 54 
IL-1β CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCAACATCTCCAGCTGCA 446 57 
Cxcl1 GCACCCAAACCGAAGTCATAGC TTGTCAGAAGCCAGCGTTCACC 174 60 
MCP-1 GCTCTCTCTTCCTCCACCACCAT GCTCTCCAGCCTACTCATTGGGAT 170 60 
IL-6 CACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAGA CTAGGTTTGCCGAGTAGATCTC 226 52 
cd81 AATCCAAGCZCCGCAGGCCG GGCCCCATAGCACCCCAGGA 278 60 
cdkn1a AACGCGCTCCCAGACGAAGT GCGATATCCAGACATTCAGAGCCACA 268 60 
prkcd TGCCCTGGTTTGCACCGCAT GGTCAACACATCACCAGTCTCCTACA 294 60 
glmn GTGCTGGAAGCCCGGGTACTT GGAGGCATCGAACAACTGGACCAA 298 60 
il-18 TGGCCCAGGAACAATGGCTGC TGGTCTGGGGTTCACTGGCACT 251 60 
spp1 GCCACATGGCTGGTGCCTGA CGGCCGTTGGGGACATCGAC 314 60 
ap3b1 TGAGCCTGCGCCCAGAAACG GTGGGCGGCCAGTCCTTTCC 286 60 
gadd45g GCGTCAGGATCGCCTCACCG GTGCAGGTCTCGGGCTTCGG 262 60 
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3.1.11 Membranen 
 
Für den Proteintransfer vom SDS-Gel wurde eine TransBlot Transfer Nitrocellulose Membran 




Für die Literatursuche und Analyse von Proteinsequenzen wurden die folgenden Datenbanken 
verwendet:  
Medline "PubMed"   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi 
BLAST     http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
genome.dkfz-heidelberg. http://genius.embnet.dkfzheidelberg.de/menu/ 




Folgende Computerprogramme wurden zur Auswertung und Analyse der in dieser Arbeit 
durchgeführten Versuche verwendet: 
• LightCycler Software (Roche)  
• Adobe Photoshop™ 7.0 
• DataAssist v2.0 (www.appliedbiosystems.com/dataassist) 
• Gene Tools, Syngene, Cambridge, UK 
• GeneTools Scan-und Auswerte-Paket (Syngene BioImaging Systems, Synoptikern Ltd.) 
• Microsoft Office (2003) 
• PALM Version 2.2 Software 
• SigmaPlot Software (2001) 
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3.2 Verwendete Organismen 
 
3.2.1 H. pylori Stamm 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der mausadaptierte H. pylori Stamm (H. pylori Sydney 
strain 1 (SS1)) verwendet, welcher freundlicherweise von Prof. Steffen Backert (School of 
Biomolecular & Biomedical Science, University College Dublin) bereitgestellt wurde. Alle 
Arbeiten wurden unter der Sterilbank in S2-Laborräumen durchgeführt. 
 
3.2.2 Nährmedium für H. pylori 
 
Die Kultivierung von H. pylori SS1 erfolgte auf Agarplatten (36 g/l GC-Agar-Base, 15 g 
Bakto Proteose Pepton (Difco/Becton Dickenson, Maryland, USA)), sowie in BHI-
Flüssigmedium (BHI-Medium supplementiert mit 10 % FCS, 1 % Vitaminmix, 0,1 % 
Vancomycin (10 mg/l)). Nach dem Autoklavieren der GC-Agar-Base-Platten wurden 10 ml/l 
Vitaminmix (siehe unten), 10 % Pferdeserum (100 ml/l) (Biochrom), 10 mg/l Vancomycin, 
5 mg/l Trimethoprim, 1 mg/l Nystatin hinzugefügt und nach Bedarf 4 mg/l Chloramphenicol 
bzw. 8 mg/l Kanamycin. Für die Herstellung des Vitamin-Mixes wurden zunächst zwei 





Lösung 1 (500 ml in dd. H2O):  
100 g/l Dextrose, 10 g/l L-Glutamin, 26 g/l L-Cystein, 0,1 g/l Cocarboxylase, 0,02 g/l 
Fe(NO3)3, 0,003 g/l Thiamin-HCl, 0,013 g/l p-Aminobenzoesäure, 0,25 g/l NAD+, 0,01 g/l 
Vitamin B12 
 
Lösung 2 (300 ml in dd. H2O + 15 ml HCl):  
1,1 g/l L-Cystin, 1 g/l Adenin, 0,03 g/l Guanin-HCl, 0,15 g/l L-Arginin, 0,5 g/l Uracil 
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Für die Kultivierung von H. pylori SS1 wurden bereits fertige GC-Agar-Base-Platten 
verwendet, welche vom Institut für Medizinische Mikrobiologie (Otto-von-Guericke 
Universität Magdeburg) bereitgestellt wurden. Der verwendete mausadaptierte H. pylori SS1 
wurde zur Stammhaltung über einen längeren Zeitraum als Glycerolstock gelagert. Dafür 
wurde der H. pylori SS1 einer dicht bewachsenen Platte in Einfriermedium [1,85 g BHI/50 ml 
dH2O], 20 % Glyzerin, 10 % FCS) resuspendiert und bei -80°C dauerhaft gelagert. 
 
3.2.3 Kultivierung von H. pylori 
 
H. pylori SS1 wurde auf GC-Agar-Base-Platten (vgl. 3.2.2) kultiviert. Dafür erfolgte zuerst 
das Ausstreichen des Bakteriums auf Agarplatten mit Hilfe einer sterilen Impföse (Greiner, 
Solingen, Deutschland) aus den zuvor hergestellten Glycerolstocks (vgl. 3.2.2). Diese wurden 
dann für 48 h bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen in Anaerobiertöpfen (Oxoid, Wesel, 
Deutschland) kultiviert. Eine mikroaerophile Atmosphäre (5 % O2, 10 % CO2 und 85 % N2) 
wurde geschaffen durch Zugabe von Campygen (Oxoid, Wesel, Deutschland). Nach 
zweitägiger Kultivierung wurde ein Verdünnungsausstrich hergestellt. Mit einem sterilen 
Wattestäbchen (Raucotupf, Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) wurde das 
Bakterium von der Platte abgenommen und in 1 ml BHI (Fluka, Schweiz) resuspendiert und 
auf eine neue Agarplatte ausgestrichen (erste Verdünnung). Anschließend wurde das 
Wattestäbchen erneut in 1 ml BHI resuspendiert, wiederum auf eine neue H. pylori Platte 
ausgestrichen (zweite Verdünnung), noch einmal in 1 ml BHI resuspendiert und durch 
Ausstreichung auf eine wiederum neue Platte, die dritte Verdünnung hergestellt. Es erfolgte 
eine weitere Inkubation für 48 h bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen in 
Anaerobiertöpfen. Für die Infektionsexperimente wurde jeweils die dritte Verdünnung bzw. 
Überimpfung des H. pylori Stammes benutzt. 
 
Anlegen von H. pylori Flüssigkulturen  
 
Zur Herstellung von H. pylori Flüssigkulturen wurde der H. pylori Stamm von der dritten 
Verdünnung (vgl. 3.2.3) in BHI-Flüssigmedium resuspendiert und über Nacht bei 37°C im 
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Anaerobiertopf unter Campygen-Atmosphäre (Oxoid, Wesel, Deutschland) schüttelnd 




Für die vorliegende Arbeit wurden Mäuse des Inzuchtstammes C57BL6/N verwendet. Diese 
Linie gilt als ein Standardmodell für physiologische Untersuchungen und wird in der 
vorliegenden Arbeit als Wildtyp-Maus (WT) bezeichnet. Es handelt sich um eigens für 
Tierversuche gezüchtete Tiere, welche von PD. Dr. Reinheckel (Zentrale Klinische 
Forschung, Freiburg) bereitgestellt wurden. Außerdem wurden Mäuse mit knock-out im 
Cathepsin B (C57BL/6ctsb-/-, Mutation im Allel Ctsbtm1Jde) und knock-out im Cathepsin X 
(C57BL/6ctsz-/-, Mutation im Allel Ctsztm1Thre) aus Freiburg bezogen 157. Die Tiere wurden 
in erforderlichem Umfang im Zentralen Tierlabor der Medizinischen Fakultät der Otto-von-
Guericke Universität Magdeburg weiter gehalten und gezüchtet. 
   





Die Mäuse wurden unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen in speziellen 
einzelbelüfteten IVC-Käfigen (individually ventilated cages, Techniplast, Buguggiate, Italien) 
gehalten. Dabei handelt es sich um Typ-II-Käfige (25 x 40 x 20 cm), deren Boden mit 
Sägespänen bzw. Holzspänen (Allspan Tierstreu, Niederlande) befüllt waren, welche 
regelmäßig gewechselt und gesäubert wurden. Die Anzahl der Tiere pro Käfig betrug 1-5 
Tiere, wobei alle Tiere in einem Käfig das gleiche Geschlecht hatten (abgesehen von den 
Zuchtpaaren). Außerdem standen den Tieren pelletiertes Standardfutter (Altromin 7024, 
Altromin GmbH Lage) und frisches Leitungswasser ad libitum zur Verfügung. Die Haltung 
der Tiere in den klimatisierten Tierhaltungsräumen erfolgte bei einer durchgängigen 
Raumtemperatur von 22 ± 1°C und einer relativen Luftfeuchte von 50 ± 5 %. Es herrschte ein 
Lichtregime von Licht-Dunkel = 12:12 mit Licht-an um 6.00 Uhr MEZ. In der Lichtperiode 
lag die Lichtintensität zwischen 100 und 300 Lux, während der Dunkelperiode bei 5 Lux. Alle 
tierexperimentellen Arbeiten wurden unter Einhaltung der Bestimmungen der Deutschen 
Tierschutzverordnung durchgeführt. Alle Mäuse waren frei von viralen, bakteriellen und 
parasitären Erkrankungen. Mittels einer durchgeführten Kontroll-Real-Time-PCR konnte der 
H. pylori auch in den Mägen der spezifisch pathogenfreien WT, C57BL/6ctsz-/-(ctsx-/-) und 
C57BL/6ctsb-/-(ctsb-/-)-Tieren nicht nachgewiesen werden. Die Haltung der Mäuse und die 
Tierversuchsvorhaben zu den Infektionsversuchen erfolgten entsprechend der Genehmigung 
nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) durch das Landesverwaltungsamt 
Halle/Saale (AZ 42502-2-792 UniMD). 
 
3.3.2 Orale Infektion der Mäuse mit H. pylori 
 
In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine intragastrale Infektion der C57BL/6 Mäuse, sowie der 
defizienten ctsx-/- und ctsb-/--Mäuse mit dem mausadaptierten H. pylori Stamm SS1. Dafür 
wurden die Bakterien kurz vor der Infektion mit einem Wattestäbchen von der Platte 
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abgenommen (vgl. 3.2.3) und in BHI-Flüssigmedium suspendiert (= 109 H. pylori/ml). Zur 
Infektion wurde diese Suspension in einer 1 ml Tuberkulin-Spritze (B. Braun, Melsungen, 
Deutschland) aufgezogen, die mit einer sterilen Kanüle (BD Microlance, Bayern, 
Deutschland) und einem gekürzten Ureterkatheter (Bard Portsysteme, Karlsruhe, 
Deutschland) versehen war. Die Tiere wurden mit der Hand am Nacken fixiert und durch 
einen in den Magen eingeführten Ureterkatheter die Bakteriensuspension (0,2 ml) appliziert. 
Die Infektion wurde nach zwei und vier Tagen wiederholt. Für die Infektion mit H. pylori 
wurden sowohl weibliche als auch männliche Tiere verwendet, die zwischen 8 und 12 
Wochen alt waren. Kontrollmäuse erhielten 0,2 ml BHI-Flüssigmedium. 
 
Abb. 5: Orale Infektion mit H. pylori SS1 einer 
C57BL6/N Maus mittels einer 1 ml Tuberkulin-







3.3.3 Präparation von Gewebe aus der Maus 
 
Maus-Magen für die Isolierung und Kultivierung von primären Epithelzellen  
 
Nicht-infizierte Mäuse (WT, ctsx-/-, ctsb-/-) im Alter von 12 bis 20 Wochen wurden gemäß 
dem deutschen Tierschutzgesetz durch Luxation der Halswirbelsäule getötet. Anschließend 
wurden die Tiere auf den Rücken gelegt und das Abdomen mit 70 %igem Ethanol 
desinfiziert. Nach Aufschneiden der Abdominalhaut und der Öffnung des Bauchraumes 
wurde der Magen mit einer stumpfen Pinzette gefasst, mit einer spitzen Pinzette umgebendes 
Fettgewebe und sonstige Strukturen abgetrennt und der komplette Magen vom Duodenum bis 
zum Ösophagus entlang der großen Kurvatur abpräpariert. Die Milz, die im linken Oberbauch 
direkt unter dem Zwerchfell liegt, wurde auf die selbe Weise abpräpariert und ebenso wie der 
   
MATERIAL & METHODEN  27. 
entnommene Magen, zur weiteren Aufarbeitung in RPMI 1640-Medium (PAA, Cölbe, 
Deutschland) überführt. 
 
Maus-Magen für die Isolierung der Gesamt-RNA aus Gewebe 
 
Um die RNA aus dem kompletten Magen der Maus isolieren zu können, wurde der Magen 
sofort nach Entnahme in flüssigem Stickstoff überführt und bis zur Isolierung der Gesamt-
RNA bei -80°C gelagert. 
 
Maus-Magen für Kryoschnittpräparate 
 
Nach 24, 36 und 50 Wochen wurden die infizierten und die Kontroll-Mäuse (WT, ctsx-/-) 
getötet. Die in flüssigem Stickstoff schockgefrorenen Magenstücke wurden bei -30°C im 
Kryostat (Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland) auf Metallblöckchen in tissue-freezing-
Medium (Cryomatrix, ThermoScientific, München, Deutschland) aufgefroren und unmittelbar 
danach bis zum weiteren Schneiden bei -80°C aufbewahrt. Das Gewebe diente zur Isolation 
der RNA aus mikrodissezierten Gewebeschnitten für anschließende Gen-Expressions-





Die Kultivierung der murinen Zelllinien CLS103 (murine Magenkarzinom-Zelllinie) und 
J774A.1 (murine Makrophagen-Zelllinie) erfolgte in üblichen Zellkulturflaschen in RPMI 
1640-Nährmedium (CLS103) bzw. in DMEM-Medium (J774A.1), das beides mit 10 % 
hitzeinaktiviertem (siehe unten) FCS und gegebenenfalls mit 1 % Antibiotika-Antimykotika-
Lösung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) angereichert wurden. Die Inkubation der 
Kulturen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2. Die gewachsenen Kulturen 
wurden in regelmäßigen Abständen unter dem konfokalem Mikroskop (Leica Microsystems, 
Wetzlar) kontrolliert und das Kulturmedium alle zwei bis drei Tage gewechselt. Beim 
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Erreichen einer konfluent gewachsenen Kultur (Wachstumsdichte 80-90 %) wurden die 
Zellen geerntet. Hierzu wurde das jeweilige Kulturmedium abgenommen und die 
Zellmonolayer zweimal mit PBS (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) gespült. Anschließend 
wurden die Zellen für 45 s mit 5 ml Trypsin-EDTA-Lösung (Invitrogen, Darmstadt, 
Deutschland) versetzt. Nach Entfernung dieser Lösung erfolgte eine fünfminütige Inkubation 
bei 37°C und 5 % CO2. Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 5 ml 
entsprechendem Zellkulturmedium vollständig abgespült und je nach Bedarf in neue 
Zellkulturflaschen oder in 6-well-Zellkulturplatten (Biochrom, Berlin, Deutschland) verdünnt 
rekultiviert. Bei Bedarf wurde die Zellzahl im Coulter Counter ZII (Coulter Immunotech, 
Marseille, Frankreich) gezählt. Für eine Langzeitlagerung wurden die Zellen nach dem Ernten 
in das jeweilige Kulturmedium mit Zusatz von 10 % DMSO (PAN Biotech, Eidenbach, 
Deutschland) überführt und in Einfrierröhrchen zunächst für 24 h bei -70°C und dann im 
flüssigen Stickstoff aufbewahrt. Zur Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen schnell 
bei 37°C aufgetaut und sofort in das jeweilige Kulturmedium gegeben. Ein Wechsel des 
Nährmediums erfolgte am nächsten Tag, damit das noch vorhandene DMSO entfernt wird. 
Anschließend wurden die Zellen standardisiert weiterkultiviert. 
 
Hitze-Inaktivierung von FCS  
 
Zur Inaktivierung von Komplementfaktoren wurde das FCS für 30 min bei 56°C inkubiert 
und anschließend zu 50 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.  
 
3.3.5 Isolierung und Kultivierung von primären Epithelzellen 
 
Für die Isolierung der primären Epithelzellen aus den Mägen der Maus wurden nicht-
infizierte WT, ctsx-/- und ctsb-/- -Mäuse im Alter von 12 bis 20 Wochen verwendet (vgl. 
3.3.3). Die Mägen wurden zur weiteren Aufarbeitung in RPMI 1640-Medium (PAA, Cölbe) 
ohne Antibiotika/Antimykotika überführt, in diesem Medium gewaschen und mit Hilfe eines 
Skalpells in kleine (1-2 mm2) Gewebestücke geschnitten. Anschließend wurde das 
Gewebematerial enzymatisch in einer 25 ml Kollagenase I (Sigma, Deisenhofen)-/Dispase 
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(Invitrogen, Darmstadt)-Lösung (12000 U Kollagenase I, 120 U Dispase, 125 mg BSA, ad 
100 ml Quantum 286) für 2 h bei 37°C unter Rühren dissoziiert. Außerdem erfolgte eine 
zweistündige Inkubation der 6-well-Zellkulturplatten (Biochrom, Berlin, Deutschland), 
welche zuvor mit 1 ml MatrigelTM (5 µl/ml) beschichtet wurden. Das MatrigelTM 
polymerisiert bei 37°C und stellt in diesem Zustand eine Art künstliche Basalmembran dar. 
Anschließend wurde das Gewebelysat bei 1500 x g für 5 min bei 4°C zentrifugiert, das 
entstandene Zellpellet mit PBS gewaschen und in speziellem Epithelkulturmedium Quantum 
286 (PAA, Cölbe mit 5 µg/ml Penicillin/Streptomycin, 10 µg/ml Gentamycin) aufgenommen 
und in die beschichteten 6-well-Zellkulturplatten überführt (Abb. 6). Die Inkubation erfolgte 
bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank. Die gewachsenen Kulturen wurden in regelmäßigen 































Abb. 6: Isolierung und Kultivierung der 
primären Epithelzellen 
Infektion
mit H.p.  
 
3.3.6 Infektion der Zelllinien mit H. pylori 
 
Vor der Infektion mit H. pylori SS1 wurden die verschiedenen Zellen in 6-well-Platten mit 
dem entsprechendem Nährmedium ausgesät und bis zum Erreichen einer konfluent 
gewachsenen Kultur mit einer Wachstumsdichte von etwa 80-90 % bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert. Beim Erreichen der Konfluenz erfolgte ein Wechsel des jeweiligen Nährmediums 
(RPMI 1640 bzw. Quantum 286) ohne Antibiotika/Antimykotika und ohne FCS. 
Anschließend konnte der H. pylori SS1 kultiviert werden (vgl. 3.2.3). Hierzu wurde der 
jeweilige Bakterienstamm mit einem sterilen Wattestäbchen (Raucotupf, Lohmann & 
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Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) geerntet. Von der Agarplatte (dritte Verdünnung; vgl. 
3.2.3) wurde der H. pylori abgenommen, sofort in BHI resuspendiert, ihre Dichte bzw. 
Konzentration photometrisch bei OD560 bestimmt und dann mit einer multiplicity of infection 
(MOI) von 50 auf die jeweiligen Zellen gegeben. Außerdem wurden nicht-infizierte Zellen als 
Kontrollen mitgeführt. Die infizierten, sowie die nicht-infizierten Zellen wurden im Inkubator 
für 8 h bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden die 
jeweiligen Zellen entsprechend weiter verarbeitet bzw. geerntet (vgl. 3.3.4). 
 
 
+/- H. pylori 
Epithelzellen  
    Abb. 7: Infektion der primären Epithelzellen  
 
3.3.7 Infektion im Transwell®-System 
 
Die Infektionsexperimente mittels Transwell®-Filtersystem wurden eingesetzt, um ein 
in vivo-nahes Modell der H. pylori-Infektion nachzustellen. Es fanden Filterkulturgefäße 
Anwendung, die aus zwei durch einen Polycarbonatfilter (0,4 μm Porengröße) voneinander 
getrennten Zellkammern bestehen, sogenannte Transwell®-chamber (Corning-Costar, 
München, Deutschland). Diese Porengröße verhinderte das Durchdringen von Bakterien. Die 
primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) wurden wie beschrieben isoliert, kultiviert, geerntet (vgl. 
3.3.5) und in eine mit Matrigel vorbeschichtete 6-well-Platte eingesät. Zur gleichen Zeit 
erfolgte die Kultivierung der murinen Makrophagen-Zelllinie (J774A.1, 1 x 107 Zellen pro 
well) (vgl. 3.3.4) in den Filtereinsätzen. H. pylori SS1 wurde wie beschrieben geerntet (vgl. 
3.2.3), in entsprechender Konzentration in 2 ml Kulturmedium resuspendiert und zu den 
primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) in die untere Kammer gegeben. Als Kontrollen dienten 
nicht-infizierte Ko-Kulturen. Die infizierten und nicht-infizierten Kulturen wurden für 8 h bei 
37°C inkubiert und konnten anschließend von den 6-well-Platten und den Filtern getrennt 
geerntet werden. Hierzu wurde der Lysispuffer aus dem High Pure RNA Isolationskit von 
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Abb. 8: Querschnitt eines Transwell®- 







+/- H. pylori 
Epithelzellen  
Makrophagen  
 Abb. 9: Infektionsexperiment im 
Transwell®-Filtersystem
 
3.3.8 Bestimmung der Kolonie-bildenden-Einheiten (cfu) 
 
Zur Kontrolle der Infektionen wurde die Bestimmung der Kolonie-bildenden-Einheiten (cfu; 
colony forming units) eingesetzt. Dazu wurden die Epithelzellen (CLS103 und die isolierten 
primären Epithelzellen der Maus) auf eine Dichte von 5 x 105 Zellen pro Platte gebracht und 
auf 6 cm Gewebekulturplatten mit dem entsprechenden Nährmedium ausgesät. Bis zum 
Erreichen einer konfluent gewachsenen Kultur, wurden die Zellen bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert. Anschließend erfolgte, wie beschrieben, eine H. pylori-Infektion der Zellen mit 
einer MOI von 50. Nach 4 h Inkubation wurden die infizierten Kulturen dreimal mit PBS (pH 
7.6) gewaschen, um die nicht adhärenten Bakterien abzulösen. Die Zelllysate wurden mit 
PBS/0,2 % Saponin nach 15-minütiger Inkubation geerntet. Danach wurden 
Verdünnungsreihen in den Stufen 1/10, 1/100, 1/1000 und 1/10000 in PBS hergestellt und 
anschließend auf Helicobacter-Platten ausplattiert. Nach einer viertägigen Inkubation im 
Anaerobiertopf in einer Campygen-Atmosphäre (5 % O2, 10 % CO2 und 85 % N2) bei 37°C 
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erfolgte die Bestimmung der Kolonie-bildenden-Einheiten/ml der einzelnen 
Verdünnungsstufen. 
 
3.3.9 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 
 
Für die Transkriptanalyse mittels quantitativer RT-PCR wurde die RNA aus den mono- und 
ko-kultivierten Zellen (vgl. 3.3.6 und 3.3.7) isoliert. Dazu wurde der High Pure RNA 
Isolationskit von Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) verwendet. Nach einer 8-
stündigen Inkubation der infizierten und nicht-infizierten Mono- und Ko-Kulturen wurden die 
Zellen jeweils mit 400 µl Lysispuffer versetzt und mit einem Zellkulturschaber (Biochrom, 
Berlin, Deutschland) geerntet. Die Zellen wurden bei diesem System nicht im Vorfeld von 
den Kulturschalen geerntet, sondern direkt auf den Platten lysiert. Anschließend wurde das 
Zelllysat durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren abgelöst. Das weitere Vorgehen erfolgte 
exakt nach Herstellerprotokoll. Die Elution der RNA von den Säulen in ein neues 
Eppendorfgefäß erfolgte je nach Zellmenge mit variablen Mengen an Elutions-Puffer von 50-
100 µl. Das Eluat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingelagert. Alle Arbeiten 
mit RNA wurden unter RNase-freien Bedingungen durchgeführt.  
 
3.3.10 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe 
 
Für die Transkriptanalyse mittels quantitativer RT-PCR wurde die RNA aus dem Magen von 
WT, ctsx-/- und ctsb-/--Mäusen isoliert (vgl. 3.3.3). Dazu wurde der High Pure RNA Tissue Kit 
von Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) verwendet. Das entnommene Gewebe 
wurde im ersten Schritt mit Hilfe eines Mörsers homogenisiert und in 400 µl Lysispuffer 
aufgenommen. Nach einer zweiminütigen Zentrifugation wurde der Überstand mit 200 µl 
Ethanol versetzt. Danach erfolgte die Aufreinigung der RNA nach Herstellerprotokoll. Die 
Gesamt-RNA wurde mit 100 µl Elutionspuffer aufgenommen und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80°C eingelagert.  
 
 
   





Die photometrische Messung der isolierten RNA erfolgte am UV-Spektrophotometer 
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei einer Wellenlänge λ = 260 nm gegen eine 
Puffernullkontrolle (DEPC) in UVetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).  
 
3.3.12 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription 
 
Die isolierte Gesamt-RNA (vgl. 3.3.9 und 3.3.10) wurde mit der Methode der reversen 
Transkription (RT) mittels Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 
Mannheim, Deutschland) in komplementäre DNA umgeschrieben. Dazu wurde nach den 
Angaben des Herstellers in einer 20 μl Reaktion, 1 μg Gesamt-RNA mit 1 μl Oligo (dT) 18 
Primer (50 pmol/µl) für 10 min bei 65°C in einem PCR-Gerät (BioRad, München, 
Deutschland) vorinkubiert, um die Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen. Die Reaktion 
wurde anschließend auf Eis abgekühlt, bevor der restliche Reaktionsansatz dazu pipettiert 
wurde. 
 
Jedem Reaktionsansatz wurden:  
   4 μl  5 x Transkriptor High Fidelity Reverse Transkriptase    
   Reaktionspuffer (8 mM MgCL2) 
0,5 μl   RNase Inhibitor (40 U/µl) 
   2 μl   Desoxynukleotid Mix (10 mM) 
   1 μl   DTT (5 mM) 
1,1 μl  Transkriptor High Fidelity reverse Transkriptase 
zugesetzt, vorsichtig gemischt und kurz abzentrifugiert. Anschließend wurde der Ansatz für 
30 min bei 45-55°C inkubiert und die Reaktion durch fünfminütiges Erhitzen auf 85°C 
beendet. Die cDNA konnte direkt in die PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden. 2 μl 
des Reaktionsansatzes wurden für die nachfolgenden PCR-Amplifikationen eingesetzt. 
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3.3.13 Quantitative Real-Time-PCR am LightCycler 
 
Die quantitative Messung von mRNA-Transkripten wurde an einem ThermoCycler 
(LightCyclerTM, Roche, Mannheim) mit der LightCycler-Software (Roche) durchgeführt. 
Dieses System ermöglicht die Quantifizierung von Transkripten durch die Analyse der log-
Phase einer PCR, in der eine Amplifikation des PCR-Produktes mit einer Erhöhung eines 
Fluoreszenzsignales einhergeht. Das Signal resultiert aus der Zunahme von dsDNA, die durch 
interkalierendes SYBR Green fluoreszent wird. Spezifische Oligonukleotide wurden von der 
Firma Invitek BZW: BioTeZ (Berlin, Deutschland) bezogen und sind mit deren optimalen 
Annealing-Temperaturen in Tab. 1 aufgeführt. Für die PCR-Reaktion wurde der 
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit der Firma Roche nach 
Herstellerangaben eingesetzt.  
 
Der Reaktionsansatz (20 µl) setzte sich folgendermaßen zusammen: 
  4 μl   SYBR Green-MasterMix  
  1 µl   Vorwärts-Primer 
  1 µl   Rückwärts-Primer 
12 µl   RNase-freiem H2O 
  2 µl   cDNA 
 
Ebenso wurde eine Negativkontrolle mitgeführt. Die Mitführung einer 
Standardverdünnungsreihe mit bekannter Konzentration an eingesetzten DNA-Molekülen 
ermöglichte eine genaue Quantifizierung der cDNA-Moleküle jeder Probe. Zur Herstellung 
eines spezifischen Standards wurde im Vorfeld das zu analysierende PCR-Fragment in einen 
geeigneten Plasmidvektor (pCR2.1 TOPO-Vektor des TOPO TA Cloning Kits, Invitrogen, 
Karlsruhe) kloniert und mindestens drei Verdünnungsstufen des Plasmids als Standard bei 
jedem Lauf mitamplifiziert. Die Expression der mRNA wurde gegen die Expression des 
house keeping genes mAktin dargestellt. Die vorbereiteten Reaktionsansätze wurden in 
Glaskapillaren (Roche, Mannheim, Deutschland) pipettiert und bei 1000 x g in einer 
vorgekühlten Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) für 1 min bei 4°C 
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abzentrifugiert. Anschließend wurden die Glaskapillaren in das LightCycler Kapillar-Rondell 
eingesetzt und die PCR-Reaktion gestartet.  
Folgende PCR-Bedingungen wurden angewendet: 
 
    10 min  95°C   (Denaturierung) 
    15 s   95°C   (Denaturierung) 
     35x  15 s  52-60°C (Tm) (Primer Annealing) 
      1 min  72°C   (Synthese) 
    10 s   72°C   (Elongation) 
 
Die Annealing-Temperaturen der Oligonukleotide wurden berechnet mit der Formel: 
Tm [°C] = 4 x GC + 2 x AT 
(GC, AC= Anzahl der Nukleotide in der Primersequenz) 
 
Durch die Bildung des Quotienten aus der Molekülzahl der zu analysierenden cDNA und der 
Molekülzahl des house keeping genes ließen sich die einzelnen Proben untereinander 
vergleichen. Normalisiert auf die Expression des house keeping genes mAktin wurden dann 
relative Unterschiede in der Expression der Gene in verschiedenen Zellpopulationen anhand 
der ΔΔCt Methode ermittelt. Der ΔCt Wert wurde über die Differenz zwischen dem Ct 
(threshold cycle) der Probe vom Zielgen und dem Ct vom house keeping genes berechnet. Der 
Ct-Wert gibt die Zyklenzahl an, bei der die Fluoreszenz zum ersten Mal einen gewählten 
Schwellenwert überschreitet. Der ΔΔCt Wert wurde dann über die Differenz von den ΔCt 
Werten der zu vergleichenden Proben berechnet. Der relative Expressionsunterschied (RQ) 
zwischen zwei Proben kann dann über die Formel R = 2-ΔΔCt bestimmt werden. Die qPCR 
Daten wurden mit der LightCycler-Software (Roche, Mannheim) und Microsoft MS-Excel 
ausgewertet. Nach erfolgter Reaktion wurden die PCR-Produkte zur Kontrolle 
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3.3.14 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Zur Analyse wurden die PCR-Proben in 1/5 Volumen DNA-Ladepuffer (Bioline, 
Luckenwalde, Deutschland) auf 1,8 %ige Agarosegele aufgetragen und die DNA Fragmente 
mit Serva DNA Stain G (Serva, Heidelberg, Deutschland) bei 70-100 mA elektrophoretisch 
aufgetrennt. Die Agarose wurde in der Mikrowelle (Miele, Gütersloh, Deutschland) 
aufgekocht und durch Schwenken des Kolbens abgekühlt. Nach Zugabe des Serva DNA 
Stain G (Ethidiumbromid-Ersatz) wurde die Agarose in die Gelkammern (Advance, Japan) 
gegossen. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE (siehe unten) verwendet. Durch die Interkalierung 
des Farbstoffes (Serva DNA Stain G) in die DNA-Moleküle konnten die Banden der Gele 
unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.  
 
10 x TBE (pH 8,3):  108 g Tris 
      55 g Borsäure  
      40 ml 0,5M EDTA 
           ad 1 l Aqua dest. 
 
3.3.15 Zelluläre Interaktionen in Kultur-Inserts 
 
In vitro kann die zelluläre Migration in unterschiedlichen Modellen beobachtet werden. In 
sogenannten Scratch Assays oder in vitro-Wundheilungs-Tests wird eine konfluente 
Zellschicht durch eine Pipettenspitze aufgekratzt und dann verfolgt wie schnell die erzeugte 
Lücke wieder geschlossen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Kultur-
Inserts (Ibidi, Martinsried, Deutschland) die Zellmigration erfasst. Die Kultur-Inserts wurden 
auf normale Zellkulturplatten gesetzt. Eine besondere biokompatible Oberfläche an der 
Unterseite wirkte wie ein Kleber und verhinderte den Austritt von flüssigem Medium. Die 
Zellsuspensionen können in einer oder beiden Kammern des Inserts platziert werden und 
somit können die jeweiligen Zellen nur in den ausgewiesenen Gebieten wachsen. Die 
kultivierten Zellen wurden wie zuvor beschrieben geerntet und im Coulter Counter ZII 
(Coulter Immunotech, Marseille, Frankreich) gezählt. Anschließend erfolgte das Umsetzen 
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der jeweiligen Zellsuspensionen in die Vertiefungen des Kultur-Inserts in einer Dichte von 5 x 
105 Zellen/ml. Die primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) wurden in die rechte Seite des Kultur-
Inserts gesetzt und die Makrophagen-Zelllinie (J774A.1) in die linke Seite des Inserts. Nach 
Zellanheftung wurden die Epithelzellen (WT, ctsx-/-) mit H. pylori SS1 infiziert. Die 
Trennwand wurde rückstandslos mit Hilfe einer sterilen Pinzette entfernt und es entstand ein 
zellfreier Spalt von 500-600 µm (Abb. 10). Nach der Entfernung der Kunststoff-Trennwand 
wurde der entstandene Spalt bzw. die Interaktion der infizierten und nicht-infizierten primären 
Epithelzellen (WT, ctsx-/-) und Makrophagen-Zellen (J774A.1) 60 h lang mit Hilfe eines 
konfokalen Mikroskops fotografiert. Die Time-lapse Video Mikroskopie (LEICA TCS SP2 
Mikroskop, Wetzlar) ist eine elegante Methode, um Zellmigration zu beobachten. Die Zellen 
wurden in einem Intervall von 15 min fotografiert, die Bilder wurden mit Hilfe des Adobe 
Photoshop™ ausgewertet und die Laufstrecke der Zellen in die Wunde in Abhängigkeit von 
der Zeit (m/h; Migrations-Geschwindigkeit) ermittelt. Zur Quantifizierung der Migration 
wurde ein Maßstab fotografiert (gleiche Vergrößerung aller Bilder). Die Bilder wurden 
kombiniert und die mittlere Distanz von 10 Zellen an der Spitze über den Verlauf des 
Experiments bemessen.  
 
 
Abb. 10: Zelluläre Interaktion in Kultur-Inserts (www.Ibidi.com) 
 
3.3.16 Oligo GEArray Mikroarray-Analyse 
 
Für die cDNA-Array Analyse wurde der Oligo GEArray® Mouse T-cell and B-cell Activation 
Microarray von SABiosciences Corp. (Biomol, Hamburg, Deutschland) verwendet. DNA-
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Mikroarrays erlauben es, die Transkriptionsaktivität zahlreicher Gene parallel zu untersuchen. 
Der in dieser Arbeit eingesetzte Mikroarray gestattet die simultane Untersuchung von 113 
Genen der adaptiven Immunität, welche vorrangig an der T- und B-Zell-Aktivierung, 
Proliferation und Differenzierung, beteiligt sind. Die komplette Liste der Gene ist auf der 
SABiosciences Website (http://saweb2.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAMM-
053A.html) aufgeführt. Die Gesamt-RNA aus den primären Magenepithelzellen (H. pylori-
infizierte und nicht-infizierte WT- und ctsx-/--Mäuse) wurden nach Angaben des Herstellers 
zu einer markierten cRNA transkribiert und diese über Prähybridisierung und Hybridisierung 
auf den Blot übertragen  (TrueLabelingAMPTM 2.0 und ArrayGradeTM cRNA Cleanup Kit, 
SABiosciences Corp.). Die Signal-Entwicklung erfolgte mit dem GEArray 
Chemilumineszenz Detektionssystem (SABiosciences Corp.). Die Bilder wurden mit dem 
GeneGnome und GeneTools Scan-Auswerte-Paket (Syngene BioImaging Systems, 
Synoptikern Ltd.) analysiert.  
 
3.3.17 Proteinextraktion  
 
Zum Nachweis von Proteinen wurden die isolierten Mausprimärepithelzellen (WT, ctsx-/-) und 
die Makrophagen-Zellen (J774A.1), die als Mono- und Ko-Kultur gezüchtet wurden 
(±H. pylori) (vgl. 3.3.6 und 3.3.7) direkt auf den jeweiligen Kulturgefäßen lysiert. Hierzu 
wurde das Nährmedium der Zellen entfernt und je nach Größe der Zellkulturplatte 300 µl (auf 
Transwell®-Filter) oder 500 µl (6-well-Platte) eiskalter Tripledetergent-Lysispuffer auf die 
Zellen gegeben. Nach 20-minütiger Inkubationszeit auf Eis wurde das Zelllysat vom Boden 
abgespült und 10 min bei 13000 x g (4°C) zentrifugiert. Die proteinhaltigen Überstände 




50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 150 mM NaCl2, 0,1 % SDS, 1 % (v/v) NP-40 (Nonidet P-40), 0,5 
% Na-desoxycholat   vor Gebrauch 20 µl Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche, 
Mannheim, Deutschland) pro 1 ml Lysispuffer hinzufügen. 
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3.3.18 Proteinbestimmung nach Lowry 
 
Der Proteingehalt der Zellextrakte wurde colorimetrisch unter Verwendung des DC Protein 
Assays (BIO-Rad, München, Deutschland) unter Einhaltung des Herstellerprotokolls 
ermittelt. Eingesetzt wurden standardmäßig 5 µl der jeweiligen Probe. Die Bestimmung der 
Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Eichkurve der mitgeführten BSA-Standard-
Verdünnungsreihe (0-3 mg/ml). 
 
3.3.19 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
 
Nach der Proteinextraktion und der Proteinbestimmung wurden die Überstände bzw. Proteine 
mit 2-fach Laemmlipuffer (siehe unten) verdünnt, so dass in der SDS-Gelelektrophorese 
gleiche Konzentrationen (30-100 µg) und Volumina eingesetzt werden konnten. Außerdem 
erfolgte durch ein Erhitzen der Proben auf 100°C für 10 min die Denaturierung der Proteine. 
Anschließend wurde eine eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
durchgeführt, bei der die Trennung der Proteine einerseits auf der Größe der Moleküle, 
andererseits auch auf deren Ladung beruht. Die Proben wurden zunächst in einem 4 %igem 
Sammelgel konzentriert und anschließend im 15 %igen Trenngel aufgetrennt (Tab. 2 und 3). 
Es wurden dabei vertikale Minigel-Elektrophoresekammern von BioRad (München, 
Deutschland) verwendet. Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden in der Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, München, Deutschland) nach Angaben des 
Herstellers auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 
100 V über 2-3 h in den mit Transferpuffer gefüllten Gelkammern. Anschließend erfolgte das 




Die Membranen wurden zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für eine Stunde bei 
RT mit Blockierungslösung (Roti-Block, A151.1 von Roth) inkubiert und jeweils 20 min bei 
RT (4x) unter Schütteln in TBS-0,1 % Tween 20 gewaschen. Anschließend wurde die 
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Membran über Nacht bei 4°C mit einer verdünnten Antikörper-Lösung (Primärantikörper: 
mMIF = 1:1000) inkubiert. Darauffolgende Waschschritte entfernten unspezifisch gebundene 
Antikörper von der Membran. Nachfolgend wurde die Membran mit einem spezifischen 
sekundären Antikörper (mit einer Verdünnung von 0,1-1 µg/ml Blockierungslösung (1:25000; 
goat anti rabbit)) 2 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Nach weiteren Waschschritten erfolgte 
nun durch eine Chemilumineszenzreaktion die Sichtbarmachung der spezifischen 
Proteinbanden. Das an den sekundären Antikörper gekoppelte Enzym HRP 
(Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase) katalysiert die Umsetzung von Luminol in 
seine oxidierte Form, bei der Lumineszenz freigesetzt wird. Verwendet wurde das 
SuperSignal® Chemilumineszenz Substrates (Milipore, Schwalbach, Deutschland) nach 
Angaben des Herstellers. Die Detektion erfolgte mit dem GeneGnome und die Blots wurden 
mit dem GeneTools Scan-und Auswerte-Paket (Syngene BioImaging Systems, Synoptikern 
Ltd.) analysiert.  
 
Tab. 2: Reagenzien für die Proteinextraktion und Proteinanalyse  
Lösungen/Puffer für Western-Blot Zusammensetzung 
Trenngelpuffer (BioRad) 1,875 M Tris-HCl; 1 % (w/v) SDS, pH 8,8 
Sammelgelpuffer (BioRad) 1,875 M Tris-HCl; 0,5 % (w/v) SDS, pH 6,8 
Elektrophoresepuffer (Carl Roth) 
(Rotiphorese 10 x SDSPage) 
Verdünnung 1 zu 10:100 ml 10 x SDSPage; 
900 ml Aqua dest.  
TBS 10 x (Tris) 9 g Tris-Base; 68,5 g Tris-HCl; 87,8 g NaCl; 
ad 1 l dH2O, pH 7,4-7,6 
TBS 1 x (Tris) 100 ml TBS 10 x; ad 1 l dH2O  
TBST (TBS 1 x + 0,05 % Tween) 0,5 ml Tween 20 (Sigma); ad 1 l x TBS 
Laemmli-Probenpuffer 2fach 0,4 ml SDS; 2,0 ml Glycin; 1,0 ml Mercaptoethanol;
0,0026 g Bromphenolblau; 1,97 g Tris-HCl; 
ad 10 ml dH2O 
Lysispuffer 0,60 g Tris-HCl; 0,88 g Natriumchlorid; 
0,10 g SDS; 1,00 ml Nonidet P-40; 
0,50 g Natriumdeoxycholat; Natriumazid; 
ad 100 ml dH2O 
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Tab. 3: Zusammensetzungen der Gele 
Gele Konzentration Zusammensetzung 
Sammelgel 4 % 6,33 ml dH2O 
1,65 ml 40 % Acrylamid/Bis (37, 5:1) 
     2 ml Sammelgelpuffer 
     8 µl TEMED 
   75 µl 10 % (w/v) APS 
Trenngel 15 %     3 ml dH2O 
    5 ml 40 % Acrylamid/Bis (37, 5:1) 
    2 ml Trenngelpuffer 
     8 µl TEMED 
   75 µl 10 % (w/v) APS 
 
3.3.21 Herstellung von Gefrierschnitten und Vorbereitung auf Laser-Mikrodissektion 
(LCM) 
 
3.3.21.1 Kryokonservierte Schnitte 
 
Für die Laser-Mikrodissektion sowie für die PCR-Array-Untersuchungen wurden nach 24, 36 
und 50 Wochen WT- und ctsx-/--Mäuse (±H. pylori) getötet, der Magen entnommen und in 
flüssigem Stickstoff überführt (vgl. 3.3.3). Vor der Herstellung der Kryostatschnitte wurden 
die Objektträger über Nacht mit einer RNase Away-Lösung (Carl Roth GmbH & Co., 
Karlsruhe, Deutschland) vorbehandelt, anschließend in einem 60°C warmen Trockenschrank 
getrocknet. Außerdem wurde das verwendete Wasser zuvor mit 0,1 % DEPC (Ambion, 
Darmstadt, Deutschland) versetzt, 12 h bei 37°C inkubiert und autoklaviert. Alle verwendeten 
Puffer wurden mit DEPC-Wasser angesetzt. Glasgeräte wurden 8 h bei 180°C sterilisiert und 
eingeschweißte Plastikware wurde als RNase-frei angesehen. Höchste Priorität hatte das 
Arbeiten und ständige Wechseln der Labor-Handschuhe (Hartmann, Heidenheim, 
Deutschland). Die in flüssigem Stickstoff schockgefrorenen Magenstücke wurden bei -30°C 
im Kryostat (Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland) auf Metallblöckchen in tissue-
freezing-Medium (Cryomatrix, ThermoScientific, München, Deutschland) aufgefroren und 
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unmittelbar darauf bis zum weiteren Schneiden bei -80°C aufbewahrt. Am Kryostaten wurden 
10 μm dicke Gefrierschnitte hergestellt, die mit Hilfe von RNase-freien Pinseln auf RNase-
freie vorgekühlte Folienobjektträger (MembranSlide 1.0 PEN, Zeiss, München, Deutschland) 
aufgebracht wurden. Die Schnitte wurden anschließend bei -20°C im Kryostat für 2-3 min 
belassen und danach histochemisch gefärbt. Zur Markierung der zur Mikrodissektion 
vorgesehenen Gewebeanteile wurden die Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin (H&E) gefärbt und 
pathologisch-histologisch begutachtet. Die tatsächlich für die Mikrodissektion verwendeten 
Gewebeschnitte wurden mit Cresyl-Violet angefärbt (vgl. 3.3.21.3). 
 
3.3.21.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung von Gefrierschnitten 
 
Als Orientierungshilfe für die nachfolgende Mikrodissektion wurden der erste und der letzte 
Gefrierschnitt einer Serie mit H&E angefärbt. Die Gefrierschnitte wurden direkt nach dem 
Schneiden am Kryostat (Leica CM3050S) für 1 min in 100 % Ethanol fixiert und dann in 
Aqua dest. gespült. Danach wurden sie für 1 min in Hämalaun nach Mayer (MERCK, 
Darmstadt, Deutschland) gegengefärbt. Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der 
Färbung.  
 
3.3.21.3 Cresyl-Violet-Färbung von Gefrierschnitten 
 
Cresyl-Violet-Acetat färbt die Zellkerne dunkelviolett und das Zytoplasma hellviolett an. 
Diese Färbung wurde bei Gewebeschnitten angewendet, aus denen anschließend Gesamt-
RNA isoliert werden sollte. Die Cresyl-Violet-Färbung wurde anhand der Färbeanleitung von 
Ambion (LCM Staining Kit, Ambion, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt (siehe unten).  
Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt und das 75 %ige Ethanol wurde bei -20°C 
vorgekühlt. Die Xylen-Schritte wurden laut Vorschrift nach dem Waschen in 100 % Ethanol 
ausgelassen, da das Xylen die Gewebe brüchig machen würde und die Schnitte sich von der 
PEN-Membran (Polyethylennaphthalat) ablösen könnten. Nach der Dehydrierung in 75 % und 
100 %igem Ethanol wurden die Gewebeschnitte direkt zur Dissektion verwendet (vgl. 
3.3.21.4). 
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Färbeprotokoll:  
I. 95 % Ethanol    30-40 s (Fixierung) 
II. 75 % Ethanol   30-40 s (Fixierung) 
III. 50 % Ethanol   25-30 s (Fixierung) 
IV. 300 µl Cresyl-Violet  20 s-1 min (Färbung) 
V. 50 % Ethanol   25-30 s (Waschen) 
VI. 75 % Ethanol   25-30 s (Waschen) 
VII. 95 % Ethanol    30-40 s (Waschen) 
VIII. 100 % Ethanol   30-40 s (Waschen) 
IX. 100 % Ethanol   30-40 s (Waschen) 




Mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion ist es möglich, relativ schnell und gezielt 
Gewebebereiche und sogar einzelne Zellen vom umliegenden Gewebe zu trennen und zu 
isolieren, um anschließend damit DNA- und RNA-Analysen durchzuführen 162. Die 
lasergestützte Mikrodissektion der zuvor mit Cresyl-Violet gefärbten Gefrierschnittpräparate 
(vgl. 3.3.21.3) erfolgte nach etablierten Methoden der lasure capture microdissection (LCM) 
163 und fand unter Verwendung des P.A.L.M. Mikrolaser Technologies AG (P.A.L.M Carl 
Zeiss, Bernried) statt. Bei der Methode wird durch den kurzen Kontakt des Gewebes mit dem 
Laserstrahl von nur 1 ns dieses nicht verändert und bleibt somit intakt. Das 
computergesteuerte System des Laser Microbeam Systems besteht aus einem Mikroskop mit 
UV-Laser, das an einem Computer und an eine digitale Videokamera angeschlossen ist (Abb. 
11). Die Schnittpräparate wurden auf dem Objektträgertisch platziert, welcher motorisiert und 
ebenso computergesteuert ist. Der gepulste Laserstrahl ist an das inverse Mikroskop 
gekoppelt. Mit Hilfe der Bildverarbeitungssoftware (Palm V2.2 Software) wurde der 
herauszuschneidende Bereich am Computer markiert, der zu isolierende Gewebeabschnitt mit 
einem Laserstrahl (337 nm) vom Nachbargewebe abgetrennt und dann vom Laser durch einen 
ultrakurzen Puls vom Objektträger in den Deckel eines adhesive cap (Carl ZEISS, München, 
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Deutschland) katapultiert (Abb. 11). Die Einstellungen der Geschwindigkeit, Energie und des 
Fokus des Lasers erfolgten manuell und richteten sich nach dem jeweiligen Gewebetyp und 
Dicke des Gewebes. Da mit dieser Methode das morphologisch exakt definierte 
Probenmaterial ohne mechanische Berührung und ohne Anwendung zusätzlicher 
physikalischer Kräfte, in die Reaktionsgefäße überführt werden kann, war dieses Verfahren 
aufgrund geringster Kontaminationsgefahr besonders für die Analyse und zur weiteren 
Isolierung von Nukleinsäuren geeignet.  
 
Verschiedene Schichten der Magenschleimhaut wurden selektiv ausgeschnitten:  
3/1  Foveolar - bzw. Oberflächenepithel 
3/2  Parietalzellen - bzw. Nebenzellen und Hauptzellen 
3/2E  Entzündungszellen 
3/3  SPEM 
 
   
Abb. 11: Prinzip der Laser-Mikrodissektion.  
Die Abbildung zeigt links das inverse Mikroskop (Palm MicroBeam). Auf dem Computermonitor ist 
der herauszuschneidende Bereich im Gewebe markiert und kann nun durch einen Laserstrahl vom 
Nachbargewebe abgetrennt werden, um dann vom Laser durch einen ultrakurzen Puls vom 
Objektträger in den Deckel eines adhesive cap (Zeiss) katapultiert zu werden. 
 
3.3.21.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus mikrodissezierten Gewebeschnitten 
 
Da RNA bei Raumtemperatur sowie in wässriger Umgebung extrem anfällig für RNasen und 
der darausfolgenden Degradierung ist, wurden alle Arbeitschritte der RNA-Isolierung und 
Aufreinigung möglichst schnell und auf Eis durchgeführt. Für die RNA-Isolierung wurden die 
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Gewebeabschnitte im Deckel in Lysispuffer (Puffer RLT) mit 1 % ß-Mercaptoethanol 
aufgenommen, 15 min bei RT auf dem Kopf stehend inkubiert und anschließend bei höchster 
Geschwindigkeit für 30 min zentrifugiert. Anschließend erfolgte die weitere RNA-Isolierung 
und Präparation aus dem mikrodisseziertem Gewebe nach Herstellerprotokoll aus dem 
RNeasy®Micro Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Auf diese Weise gewann man die 
gesamte RNA aus den mikrodissezierten Gewebeschnitten, welche bis zur weiteren 
Verarbeitung bei -80°C gelagert wurden. 
 
3.3.21.6 RT2 Nano PreAmp cDNA Synthese 
 
Für die Synthese der cDNA aus der isolierten RNA der mikrodissezierten Gewebeschnitte 
(3.3.21.5) wurde der RT² Nano PreAmp cDNA Synthesis Kit von SABiosciences (Hamburg, 
Deutschland) verwendet, mit welchem eine Pre-Amplifikation der cDNA von sehr geringen 
RNA-Mengen (1-100 ng) möglich war. Zuvor wurde die Konzentration der isolierten RNA-
Proben mittels eines Eppendorf Photometers bestimmt. Die Konzentrationen wurden auf 10-
50 ng totale RNA angeglichen, so dass in der Synthesereaktion gleiche Konzentrationen und 
Volumina eingesetzt werden konnten. Anschließend erfolgte die reverse Transkription der 
RNA in cDNA nach Herstellerprotokoll. Das verwendete Kit enthält die Komponenten für die 
Synthese des cDNA-Einzelstrangs, sowie alle Komponenten für die weitere Amplifizierung 
der cDNA. Der RT² PreAmp PCR Master Mix wurde mit der RT² Nano PreAmp cDNA 
Primermischung (spezifisch) zusammen gemischt und in die PCR-Röhrchen mit der cDNA-
Vorlage hinzugefügt. Die RT² Nano PreAmp cDNA Primermischung ist für jeden PCR-Array 
spezifisch und wurde entsprechend dem in dieser Arbeit verwendeten PCR-Arrays 
ausgesucht. Nach der reversen Transkription wurde die cDNA für 12 Zyklen mit einem Pool 
aller zu untersuchenden Primern und entsprechenden Sonden pre-amplifiziert.  
 
Folgende PCR-Bedingungen wurden angewendet: 
  10 min  95°C  (Aktivierung HotStart Taq DNA Polymerase) 
  15 s   95°C  (Denaturierung) 
  2 min  60°C  (Synthese) 
12 x 
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Nach der Aufarbeitung der Proben mit dem SSR (side reaction reducer) konnte die fertige 
Nano PreAmp PCR Reaktion auf Eis oder über Nacht bei -20°C gehalten werden und war 
damit für den Einsatz im RT-PCR² Profiler Array bereit. Bei dieser Methode können 
rechnerisch bis zu 100 Gene parallel pre-amplifiziert werden, wobei neben inventarisierten 
Taqman® gene expression arrays (SABiosciences, Hamburg, Deutschland) auch selbst 
entworfene gene arrays zum Einsatz kommen können. Nachfolgend ist schematisch der 
Ablauf der Methode dargestellt. 
 
  Arbeitsablauf der RT2 Nano PreAmp cDNA Synthese 
 
RNA (1-100 ng) 
 
+ GE (5X gDNA Elimination Puffer)    gDNA Eliminationsschritt 
+ BC3 (5X Transcription Puffer 3) 
+ RE (cDNA Synthese Enzym-Mix)    Einzellstrangsynthese 
+ RI (RNase Inhibitor)       ~ 45 min 
+ P2 (Primer und externer Kontroll Mix) 
 
Einzellstrangsynthese cDNA (1/4 of RT Produkt i.e. 5µl) 
 
+ RT2 PreAMP PCR Master Mix   
          Nano PreAMP Multiplex 
+ RT2 Nano PreAMP cDNA    PCR Schritt (12 Zyklen)      
Synthese Primer Mix spezifisch 






+ side reaction reducer (SRR)      ~20 min 
            
 
 
Real-Time-PCR Detektion von 89 Genen-spezifisch für die den RT2Profiler PCR Array 
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3.3.21.7 Real-Time-PCR mit dem RT2 Cytoskeleton Regulators PCR Array 
 
Für die nachfolgende Array Analyse wurde der Maus Cytoskeleton Regulators PCR Array 
(SABiosciences, Hamburg, Deutschland) verwendet. Der in dieser Arbeit eingesetzte PCR-
Array gestattet die simultane Untersuchung von 84 Genen, welche das intrazelluläre Gerüst 
der Biogenese, Organisation, Polymerisation kontrollieren. In der Zelle unterscheiden sich 
drei Klassen von Zytoskelettfilamenten, die jeweils von unterschiedlichen Proteinen bzw. 
Proteinklassen gebildet werden, spezifische Begleitproteine besitzen und sich auf 
verschiedene Weise an den Aufgaben des Zytoskeletts beteiligen. Dazu zählen die 
Aktinfilamente (oder Mikrofilamente), Intermediärfilamente und die Mikrotubuli. Die 
regulatorischen Gene für das Zytoskelett wurden durch diesen Array dargestellt, umfassten 
Calmodulin und Calcineurin, Kinasen und Phosphatasen, relevante ARF und Rho G-Protein-
Familien sowie ihre wichtigsten regulatorischen Faktoren. Die komplette Liste der Gene ist 
auf der SABiosciences Website aufgeführt 
(http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAMM-088A.html). Alle weiteren 
Arbeitsschritte richteten sich nach den Angaben des Herstellers. Es erfolgte das Beladen der 
96-well-PCR-Array Platten mit einem Mix aus dem RT2 SYBR GREEN/ROX qPCR Master 
Mix (SABiosciences, Biomol, Hamburg) und der PreAmp PCR Reaktion. Reagenzien für den 
SYBR Green-Master-Mix waren in dem Maus Cytoskeleton Regulators PCR Array Kit 
(SABiosciences, Hamburg, Deutschland) enthalten und wurden nach dem beigefügten 
Protokoll vorbereitet und eingesetzt.  
 
Der Reaktionsansatz (2700 µl) setzte sich folgendermaßen zusammen: 
1350 μl 2 x SABiosciences RT2 qPCR SYBR Green-MasterMix 
  102 µl RT2 Nano PreAMP PCR Reaktion 
1248 µl RNase/DNase-freiem H2O 
 
Jeweils 25 µl des Cocktails wurden anschließend in jedes PCR-Array-well pipettiert und die 
PCR-Reaktion gestartet. Die quantitative Messung der aRNA-Transkripte wurde an einem 
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Real-Time-Cycler (ABI PRISM 7900 HT Sequencer, Applied Biosystems, Darmstadt, 
Deutschland) mit der Taqman-Software (Applied Biosystems) durchgeführt.  
 
Folgende PCR-Bedingungen wurden angewendet: 
  10 min  95°C  (Aktivierung HotStart Taq DNA Polymerase) 
  15 s   95°C  (Denaturierung) 
  1 min  60°C  (Synthese) 
 
40 x 
Nach Ablauf der PCR-Reaktion wurden die erhaltenen Genexpressionsdaten zur Auswertung 
und Berechnung in das DataAssist v.2.0 Programm (Applied Biosystems, Darmstadt, 
Deutschland) überführt. Durch die Bildung des Quotienten aus der Molekülzahl der zu 
analysierenden cDNA und der Molekülzahl des house keeping genes lassen sich die einzelnen 
Proben untereinander vergleichen. Normalisiert auf die Expression des house keeping genes 
(Hso90ab1) wurden dann relative Unterschiede in der Genexpression in verschiedenen Proben 
anhand der ΔΔCt Methode ermittelt. Der ΔCt Wert wurde über die Differenz zwischen dem 
Ct der Probe (threshold cycle) vom Zielgen und dem Ct vom house keeping gene berechnet. 
Der Ct-Wert gibt die Zyklenzahl an, bei der die Fluoreszenz zum ersten Mal einen gewählten 
Schwellenwert überschreitet. Der ΔΔCt Wert wurde dann über die Differenz von den ΔCt 
Werten der zu vergleichenden Proben berechnet. Der relative Expressionsunterschied (RQ) 





Alle Daten in der vorliegenden Arbeit wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung 
angegeben. Mittels Student’s t-Test wurde überprüft, ob sich zwei unabhängige Datengruppen 
signifikant voneinander unterscheiden. Voraussetzungen für den Test sind annähernde 
Normalverteilung und hohe Varianzhomogenität 164. Der resultierende Wert p beschrieb dabei 
die Wahrscheinlichkeit, mit der die Stichproben einander ähnelten, wobei eine statistische 
Signifikanz bei einem p-Wert von ≤ 0,05 gegeben war (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01). Die 
   
MATERIAL & METHODEN  49. 
Berücksichtigung eines internen Standards (house keeper = Aktin bzw. Hso90ab1), welcher 
nahezu konstant pro eingesetzter RNA war, hat gezeigt, dass sich in der vorliegenden Arbeit 
die interexperimentelle Variabilität in akzeptablen Grenzen hielt.  
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4 ERGEBNISSE 
 
4.1 Etablierung eines ex vivo-Modells zum Studium der Interaktion zwischen 
H. pylori und primären Magenepithelzellen 
 
Frühere Studien zur Analyse der H. pylori-Infektion der humanen Magenmukosa verwendeten 
zumeist Magenkarzinom-Zelllinien wie die AGS-Zelllinie 165,166 oder die Nierenkarzinom-
Zellinie MDCK (Hund) 167. Die Magenkarzinom-Zelllinie AGS bildet jedoch kein 
polarisiertes Epithel aus. Dies wiederum ist der Vorteil der MDCK-Zelllinie, da diese aber aus 
einem anderen Gewebe und einer anderen Spezies (Hundeniere) isoliert ist, entspricht die 
Verwendung von isolierten primären Epithelzellen aus dem Magen am ehesten der Situation 
in vivo. Als Mausmodell ist eine murine Magenkarzinom-Zelllinie (CLS103) kommerziell 
erhältlich. Diese kann wie beschrieben (vgl. 3.3.4) in Zellkulturgefäßen gehalten werden (Abb 
12B). Um jedoch ein optimales Mausmodell mit intakten Interzellularkontakten in vitro zu 
finden, wurden aus 12-20 Wochen alten Mäusen (C57BL/6/WT) Mägen präpariert (vgl. 
3.3.3), um primäre Epithelzellen (Abb. 12A) zu isolieren und zu kultivieren (vgl. 3.3.5). 
Anhand von Phasenkontrastaufnahmen wurde die Entwicklung der Zelllinien über einen 
Verlauf von 2 Wochen dokumentiert. Direkt nach der Aussaat waren unter dem Mikroskop 
zunächst nur Zellfragmente der Primärkultur zu erkennen, aus denen innerhalb von 12 
Stunden kleine Primärzellcluster auswuchsen. Die Magenkarzinom-Zellen (CLS103) wuchsen 
deutlich schneller, zeigten jedoch eine stärker spindelzellige Morphologie und neigten kaum 
zur Clusterbildung, sondern eher zum Einzelzellwachstum bis zu einer Wachstumsdichte von 
~60 %. In Abbildung 12 (A und B) sind typische Wachstumsmuster für beide Zellarten 
dargestellt. Die CLS103-Zellinie bildete in kurzer Zeit (1-2 Tage) einen nahezu dichten, 
einschichtigen Zellrasen aus, während die primären Epithelzellen der Maus ihre clusterartige 
Struktur beibehielten und innerhalb dieser weiter auswuchsen. Die Zell-Zell-Adhäsion blieb 
also über mindestens eine Woche intakt, wie es bereits für die humanen primären 
Magenepithelzellen beschrieben wurde 168.  
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Abb. 12: Phasenkontrastaufnahmen in 100-facher Vergrößerung (Nikon, Düsseldorf) der primären 
Epithelzellen und der CLS103-Zelllinie.  
Abb. A zeigt die isolierten primären Epithelzellen von C57BL/6WT-Mäusen und im Vergleich dazu, 
die in Abb. B aufgenommene murine Magenkarzinom-Zelllinie CLS103. Beide Zelllinien wurden auf 
6-well-Platten kultiviert. Die Aufnahmen erfolgten 24 h nach Präparation bzw. Aussaat.  
 
4.2 H. pylori-induzierte Aktivierung von CTSX in primären Epithelzellen 
 
Die Stimulation von CTSX durch H. pylori wurde bislang nur in humanen Magenkarzinom-
Zellinien (N87; AGS) und in ko-kultivierten Makrophagen-Zellinien (THP-1; U937) in vitro 
gezeigt 146,160. Daten für die Expression von CTSX im Mausmagen lagen zu Beginn der 
Dissertation nicht vor, daher wurde zunächst die Expression von CTSX vor und nach 
H. pylori-Infektion in primären Magenepithelzellen im Vergleich zur etablierten Zelllinie 
näher untersucht. Hierzu wurde die murine Magenkarzinom-Zelllinie (CLS103) in 6-well-
Platten kultiviert. Parallel erfolgte die Isolierung der primären Magenepithelzellen aus 
Mäusen (C57BL/6/WT) im Alter von 12-20 Wochen (vgl. 3.3.5) mit einer darauffolgenden 
Infektion beider Zellarten mit dem H. pylori SS1 (vgl. 3.3.6). Außerdem wurden nicht-
infizierte Zellen als Kontrollen mitgeführt. Die Expression von CTSX in den primären 
Epithelzellen im Vergleich zu der Magenkarzinom-Zelllinie CLS103 wurde nun auf mRNA-
Ebene mit Hilfe der qPCR am LightCycler (vgl. 3.3.13) analysiert und in Abbildung 13 
dargestellt. Die Expressionsanalysen zeigten, das CTSX in beiden infizierten Zelltypen 
exprimiert wurde. Für beide Zelltypen konnte nach H. pylori-Infektion eine erhöhte 
Expression an CTSX im Vergleich zu den nicht-infizierten Kontrollzellen nachgewiesen 
werden. Jedoch nur in den primären Magenepithelzellen (pEWT) erfolgte tatsächlich eine 
signifikante (17-fache) Steigerung von CTSX (p = 0,0032) (Abb. 13).  
   














Abb. 13: H. pylori-induzierte Aktivierung 
von CTSX in primären und etablierten 
Magenepithelzellen ex vivo.  
Primäre Epithelzellen (WT) und die murine 
Magenkarzinom-Zelllinie CLS103 wurden mit 
H. pylori SS1 (+H.p.) infiziert. Nicht-infizierte 
Zellen galten als Kontrollen (-H.p.). Die 
Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels qPCR 
die Expression von CTSX in den einzelnen 
Zellen analysiert. Die CTSX-Expression nach 
H. pylori-Infektion war in den primären WT-
Zellen 13-fach höher als in den CLS103. Die 
Säulen repräsentieren die Mittelwerte + 
Standardfehler der CTSX-Expression. Als 
Signifikanztest wurde der t-Test verwendet; 
als signifikant galt ein p-Wert < 0,05. 
 
4.3 Quantitative Bestimmung der bakteriellen Kolonisation der primären 
Epithelzelllinien 
 
Zur Feststellung und Kontrolle der quantitativen H. pylori-Besiedlung der primären 
Epithelzellen wurden die Zellen (CLS103 und die isolierten primären Epithelzellen) (vgl. 
3.3.8) ausgesät und wieder mit H. pylori SS1 infiziert. Die Zelllysate wurden anschließend auf 
Helicobacter-Platten ausplattiert und nach viertägiger Inkubation erfolgte die Bestimmung der 
Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU/ml der einzelnen Verdünnungsstufen (1:10, 1:100, 
1:1000). Die Abbildung 14 zeigt, dass die Anzahl der CFUs (colony forming units) bei 
infizierten primären Magenepithelzellen deutlich höher war als bei der murinen 
Magenkarzinom-Zelllinie CLS103. Damit waren die isolierten primären Epithelzellen aus 
C57BL6/WT-Mäusen mit einer größeren Bakterienlast assoziiert. Somit konnte gezeigt 
werden, dass die isolierten primären Epithelzellen aus Magenbiopsien der Maus ein 
geeignetes, optimales Mausmodell in vitro darstellen, um die CTSX-Expression, Regulation 
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Abb. 14 Quantitative Kultur zur 
Bestimmung der bakteriellen Kolonisation 














  Gezeigt ist, dass die Anzahl der CFUs (colony 
forming units) bei infizierten (+H. pylori SS1) 
primären Magenepithelzellen deutlich höher 
war als bei der murinen Magenkarzinom-
Zelllinie CLS103 (+H. pylori SS1). Die Werte 
der Abb. sind als relative Kolonisationsdichte 
pro ml der einzelnen Verdünnungsstufen 







4.4 Expression von Cathepsinen-Vergleich der Situation in vivo und Modell in vitro 
 
Nach Etablierung des Zellmodells in vitro wurde dieses auf die genmanipulierten Mäuse 
(ctsb-/-, ctsx-/-) übertragen und zunächst das allgemeine Expressionsmuster der relevanten 
Cathepsine (CTSX/B/L/K) im Vergleich zum kompletten Magengewebe der WT und der 
Cathepsin-defizienten Mäuse untersucht, um die Qualität der etablierten Zellmodelle 
hinsichtlich ihrer Cathepsinexpression bewerten zu können. Hierzu wurden nicht-infizierte 
Mäuse (WT, ctsx-/-, ctsb-/-) im Alter von 12 bis 20 Wochen getötet, der Magen entnommen 
und die gesamte RNA isoliert. Die RNA der primären Epithelzellen und der 
korrespondierenden Mägen wurde umgeschrieben und mittels qPCR die Expression der 
CTSX/B/L und K untersucht (Abb. 15). Die relative Expression der Cathepsine im Gewebe 
(Abb. 15A) ist mit dem Expressionsniveau in den primären Magenzellen vergleichbar (Abb. 
15B). Die Expression von CTSX ist im ctsb-/--Gewebe verdoppelt und in den ctsb-/--Zellen 
sogar versechsfacht im Vergleich zum jeweiligen WT-Status. Ähnlich verhielt sich die 
Expression von CTSB, welches in den ctsx-/--Mägen um das 1,7-fache und in den isolierten 
primären ctsx-/--Zellen um das 2,7-fache erhöht ist. Im Vergleich zu den WT-Mäusen wurden 
CTSL und CTSK in den ctsb-/-- und in den ctsx-/--Mäusen bis zu 100-fach stärker exprimiert. 
Damit entspricht die Verwendung primärer Epithelzellen der Situation in vivo, auch wenn die 
Expression der Cathepsine in den primären Magenzellen ~2-fach niedriger war als in dem 
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isoliertem Mausgewebe. Zusammenfassend war erkennbar, dass die genmanipulierten Mägen 
(ctsx-/-- und ctsb-/--Zellen sowie Gewebe) signifikant mehr Cathepsine exprimierten als im 
WT.  
 












ctsb-/- ctsx-/- WT 
 












ctsx-/- ctsb-/- WT 
Abb. 15: Expression von CTSX/B/L/K im kompletten Magengewebe der Maus und in isolierten primären 
Epithelzellen.  
Die Expression der Cathepsine war in den primären Epithelzellen 2-fach niedriger als im isolierten 
Magengewebe. Die CTSX-Expression war im ctsb-/--Gewebe doppelt und in den ctsb-/--Zellen sogar 
sechsfach erhöht. Ebenso kam es zu einer verstärkten Expression an CTSB gegenüber der Expression 
im jeweiligen WT, welche in den ctsx-/--Mägen um das 1,7-fache und in den isolierten primären ctsx-/--
Zellen um das 2,7-fache anstieg. Im Vergleich zu den WT-Mäusen wurde in den ctsx-/-- und ctsb-/--
Mäusen das CTSL und das CTSK bis zu 100-fach gesteigert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte (n=3). 
Bei dem Vergleich von WT und knock-out-Variante wurde der t-Test verwendet und die Signifikanz 
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4.5 Induktion von proinflammatorischen Zytokinen in Mono- und Ko-Kulturen 
nach H. pylori-Infektion 
 
Das Immunsystem dient dem Organismus als körpereigene Abwehr gegen fremde Zellen und 
Antigene 169,170. Dabei nehmen die Monozyten/Makrophagen im Immunsystem eine 
entscheidene Rolle ein, da sie an der Produktion von Zytokinen wie IL-6 und TNF-α beteiligt 
sind, welche der Steuerung des Immunsystems dienen 171. Da H. pylori die Produktion von 
Entzündungs-assoziierten Zytokinen und Chemokinen in den Wirtszellen stimuliert 74,172, 
wurde nun der Einfluss von H. pylori auf die Expression von solchen Mediatoren im 
Zusammenhang mit der Expression von CTSX untersucht. Da zusätzlich die Makrophagen als 
Hauptquelle der Expression von CTSX identifiziert sind, diese aber, entgegen den 
Epithelzellen, nicht in direktem Kontakt mit dem Bakterium stehen, wurden Ko-
Kulturversuche mittels Transwell®-Filtersystemen durchgeführt (Abb. 16). Zum Vergleich 
wurden in der vorliegenden Dissertation die Expression an Zytokinen in Mono-Kulturen, der 
in den Ko-Kulturen (primäre Epithelzellen kultiviert mit der Makrophagen-Zelllinie J774A.1) 
gegenübergestellt. Die primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) wurden kultiviert (vgl. 3.3.5), in 
die untere Kammer einer 6-well-Platte eingesät und dort mit dem H. pylori SS1 (MOI50) 
infiziert (vgl. 3.2.7). Zur gleichen Zeit erfolgte die Kultivierung der Makrophagen-Zelllinie 
(J774A.1) (vgl. 3.3.4), die in die oberen Kammern gesetzt wurden (Abb. 17). Als Kontrollen 
dienten die jeweiligen nicht-infizierten Varianten. Beide Zell-Kompartimente waren durch 
eine Membran von 0,4 μm Porengröße getrennt, welche die freie Diffusion von beispielsweise 
Mediatoren ermöglichte, die Bakterien jedoch im unteren Bereich zurückhielten. Diese 
Anordnung sollte in etwa der Situation in vivo, bei der die Makrophagen auch nicht in 
direktem Kontakt mit dem H. pylori gelangen, entsprechen.  
 
 
+/- H. pylori 
Epithelzellen  
Abb. 16: Infektionsexperiment von Mono-Kulturen.  
Wie in dieser Abb. dargestellt, wurden für die Mono-Kulturen die isolierten primären Epithelzellen 
(WT; ctsx-/-) einzeln auf Gewebeplatten kultiviert und mit/ohne H. pylori SS1 (MOI50) infiziert. 
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Makrophagen +/- H. pylori Epithelzellen  
Abb. 17: Infektionsexperiment von Ko-Kulturen mittels Transwell®-Filtersystem.  
Die primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) wurden isoliert, in die untere Kammer einer 6-well-Platte 
eingesät und mit dem H. pylori SS1 (MOI50) infiziert. Die Makrophagen-Zelllinie (J774A.1) wurde in 
die obere Kammer gesetzt. Beide Zell-Kompartimente waren durch eine Membran von 0,4 μm 
Porengröße getrennt.  
 
Wie in Abbildung 16 dargestellt, wurden für die Mono-Kulturen die isolierten primären 
Epithelzellen einzeln auf Gewebeplatten kultiviert und mit/ohne dem H. pylori SS1 (MOI50) 
infiziert. Die infizierten und nicht-infizierten Kulturen wurden für 8 h bei 37 °C inkubiert und 
anschließend die Expression der Zytokine/Chemokine CXCL1, IL-6, IL-1β, MCP-1 in den 
mono- und ko-kultivierten primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) und der Makrophagen-
Zelllinie (J774A.1) mittels qPCR (vgl. 3.3.13) analysiert (Abb. 18, 19). 
In den ko-kultivierten WT-Epithelzellen wurde das Zytokin CXCL1 35-fach weniger 
exprimiert als in den mono-kultivierten Zellen (Abb. 18A und B), mit einer 7,4-fachen 
Steigerung in den ko-kultivierten und einer 10,2-fachen Erhöhung in den mono-kultivierten 
WT-Epithelzellen nach H. pylori-Stimulation (Abb. 18D und C). In der Abbildung 18C ist 
außerdem der CXCL1-Anstieg in den ctsx-/--primären Epithelzellen nach H. pylori-Infektion 
dargestellt. Obwohl die Expression an CXCL1 in den mono-kultivierten ctsx-/--Epithelzellen 
geringer war als in den mono-kutivierten WT-Epithelzellen ist nach H. pylori-Infektion eine 
vergleichbare CXCL1-Konzentration im WT und in den ctsx-/- -Zellen zu verzeichnen (Abb. 
18A und C). Wie auch schon bei den isolierten WT-Zellen, wurde das Zytokin CXCL1 in den 
ko-kultivierten ctsx-/--Epithelzellen weniger exprimiert als in den Mono-Kulturen (Abb. 18B), 
aber die Steigerung der Expression nach der H. pylori-Infektion war in beiden Zellkulturen 
(Mono- und Ko-Kulturen) vergleichbar (Abb. 18C und D). Eine Tendenz zur höheren 
Expression an CXCL1 nach Infektion war in den ctsx-/--Epithelzellen im Vergleich zu den 
WT-Zellen erkennbar (Abb. 18D).  
Da das Chemokin IL-6 einer der wichtigsten Vermittler der H. pylori-induzierten 
granulozytären Infiltration ist 173,174, wurde dessen Expression in der Magenschleimhaut 
quantifiziert und analysiert. Verglichen mit den WT-Epithelzellen war die Expression 
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signifikant geringer in den ctsx-/--mono-kultivierten (p ≤ 0,001) und ko-kultivierten (p = 0,06) 
primären Epithelzellen (Abb. 18A und B). Nach der Infektion mit dem H. pylori SS1 erfolgte 
ein signifikanter Anstieg (p = 0,044) der Expression von IL-6 in den ctsx-/--ko-kultivierten 
Primärzellen im Gegensatz zur Expression in den WT-Zellen (Abb. 18D).  
Interleukine, wie das proinflammatorisch wirksame IL-1β erfüllen ebenfalls wichtige 
Aufgaben bei der Modulation der Immunantwort 175,176. Das Expressionsniveau von IL-1β 
war ähnlich dem von IL-6 in den mono- und ko-kultivierten WT-Epithelzellen (Abb. 18A-D), 
mit einer 4,5-fachen Induktion durch H. pylori in den Mono-Kulturen (Abb. 18C). Die Menge 
an IL-1β in den ctsx-/--mono-kultivierten primären Epithelzellen war kaum nachweisbar (Abb. 
18A). Die Expression von IL-1β war in den ctsx-/--ko-kultivierten Epithelzellen im Vergleich 
zu den WT-Zellen signifikant kleiner (p = 0,006) (Abb. 18B). Eine Stimulation mit H. pylori 
löste ebenfalls keine Induktion von IL-1β aus (Abb. 18D).  
Zur weiteren Charakterisierung von anti-inflammatorischen Prozessen in der H. pylori-
infizierten Magenschleimhaut wurde die Expression des Chemokins MCP-1 in gleicher Weise 
quantifiziert. Abbildung 18A und B zeigen, dass das MCP-1 in den ctsx-/--Zellen weniger 
exprimiert wurde, im Vergleich zu den mono- und ko-kultivierten WT-Epithelzellen 
(Abb. 18A und B). Außerdem waren keine signifikanten Unterschiede infolge der H. pylori-
Infektion auf die Induktion von MCP-1 in den ctsx-/-- und WT-Zellen ersichtlich (Abb. 18C 
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Abb. 18: Induktion von proinflammatorischen Zytokinen in Mono- und Ko-Kulturen nach H. pylori-
Infektion. 
Die primären Epithelzellen (WT; ctsx-/-) wurden isoliert, mono- und ko-kultiviert mit der 
Makrophagen-Zelllinie (J774A.1), mit dem H. pylori SS1 infiziert (Abb. 16 und 17) und die 
Expression der Zytokine (CXCL1, IL-6, IL-1β) bzw. des Chemokins MCP-1 analysiert. A-B, 
Dargestellt ist die basale Zytokinexpression von nicht-infizierten WT- und ctsx-/--Epithelzellen. C-D, 
Dargestellt ist die X-fache Steigerung der Zytokinexpression nach Infektion mit dem H. pylori SS1. 
Die Werte setzen sich zusammen aus dem Quotienten der Expressionsdaten der Zytokine vor und nach 
H. pylori-Infektion. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte + Standardfehler der 
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Eine Signifikanz ließ sich jedoch bei der Expression an MCP-1 in den Makrophagen-Zellen 
(J774A.1) ko-kultiviert mit den ctsx-/--Epithelzellen erkennen. Die Expression von MCP-1 
war in den Makrophagen-Zellen (J774A.1) ko-kultiviert mit den WT-Epithelzellen signifikant 
schwächer (p = 0,048) im Vergleich zu den mit ctsx-/--Epithelzellen ko-kultivierten 
Makrophagen-Zellen (Abb. 19A). Dessen ungeachtet hatte die Infektion mit H. pylori SS1 
keinen Einfluss auf den Anstieg der Expression von MCP-1 in den jeweiligen Zellkulturen 
(Abb. 19B). Die Makrophagen (J774A.1) exprimierten generell wenig CXCL1, was sich auch 
nicht nach einer H. pylori-Stimulation der primären Epithelzellen änderte (Abb. 19A und B). 
Bei genauerer Betrachtung der Expression von IL-6, die in den ko-kultivierten Makrophagen-
Zellen noch sehr gering ausfiel (Abb. 19A), war eine Steigerung der Expression an IL-6 nach 
H. pylori-Infektion in beiden ko-kultivierten Makrophagen (WT und ctsx-/-) erkennbar. Der 
Anstieg von IL-6-war in den ctsx-/--ko-kultivierten Makrophagen-Zellen (J774A.1) signifikant 
höher (p = 0,0218) als in den WT-Zellen (Abb. 19B). Die Expression von IL-1β, welches 
keine Induktion in den ko-kultivierten Epithelzellen nach H. pylori-Infektion zeigte, stieg 
jedoch in den Makrophagen (J774A.1) ko-kultiviert mit den ctsx-/-- und WT-Epithelzellen um 
das 12- bis 25-fache an, wobei es keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT- und 
ctsx-/--ko-kultivierten Makrophagen-Zellen gab (Abb 19B). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression der untersuchten 
Zytokine/Chemokine (CXCL1, IL-6, IL-1β, MCP-1) in den ctsx-/--Epithelzellen geringer war 
als in den WT-Epithelzellen. Eine Zytokininduktion nach H. pylori-Infektion in den ctsx-/--
Epithelzellen war tendenziell stärker als in den zu vergleichenden WT-Zellkulturen. Auffällig 
war die 18-fach höhere Expression an MCP-1 in den Makrophagen-Zellen (J774A.1) ko-
kultiviert mit den ctsx-/--Epithelzellen, ebenso wie die stärkere Induktion aller Zytokine im 
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 Abb. 19: Induktion von 
proinflammatorischen Zytokinen in 
ko-kultivierten Makrophagen nach 
H. pylori-Infektion. 
Die Makrophagen-Zelllinie (J774A.1) 
wurde ko-kultiviert mit primären 
Epithelzellen (WT; ctsx-/-) mit dem H. 
pylori SS1 infiziert und die Expression 
der Zytokine (CXCL1, IL-6, IL-1β) bzw. 
des Chemokins MCP-1 in den ko-
kultivierten Makrophagen analysiert. 
A, Dargestellt ist die basale Expression 
der Zytokine von nicht-infizierten 
Makrophagen-Zellen (J774A.1) ko-
kultiviert mit den WT- und ctsx-/-- 
Epithelzellen. 
B, Dargestellt ist die X-fache Steigerung 
der Expression der Zytokine nach 
Infektion mit dem H. pylori SS1. 
Die Werte setzten sich zusammen aus 
dem Quotienten der Expressionsdaten 
der Zytokine vor und nach H. pylori-
Infektion. Die Säulen repräsentieren die 
Mittelwerte + Standardfehler der 
Zytokinexpression. Als Signifikanztest 
wurde der t-Test verwendet, als 
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4.6 Analyse von Genen der adaptiven Immunabwehr in WT- und ctsx-/--primären 
Epithelzellen nach Ko-Kultur mit H. pylori SS1 
 
Zum Schutz vor eindringenden Erregern entwickelten alle mehrzelligen Organismen schon 
früh in der Evolution Abwehrmechanismen, um Pathogene zu zerstören und ihre 
Virulenzfaktoren zu neutralisieren 177. Diese Form der Abwehr wird als angeborene 
Immunität bezeichnet. Erst im Laufe der Evolution entwickelte sich zusätzlich zur 
angeborenen Immunität, das so genannte adaptive (spezifische) Immunsystem, welches ein 
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gezieltes Vorgehen gegen Erreger ermöglicht 178. Die Infektion mit H. pylori steigert die 
Produktion von Entzündungs-assoziierten Zytokinen und Chemokinen in den Wirtszellen 
74,172. Neben dieser proinflammatorischen Immunreaktion induziert H. pylori auch eine 
regulatorische T- und B-Zell-Antwort 179,180,181. Um herauszufinden, wie sich in dieser 
Hinsicht das mRNA Gen-Expressionsmuster von WT- und ctsx-/--Epithelzellen unter Einfluss 
von H. pylori-Stimulation verändert, wurde ein cDNA-Mikroarray (Oligo GEArray® Mouse 
T-cell und B-cell Activation Mikroarray) gewählt. Dieser gestattete die simultane 
Untersuchung von 113 Genen, welche an der T- und B-Zell-Aktivierung, Proliferation und 
Differenzierung, den wichtigsten Schritten der adaptiven Immunität, beteiligt sind. Die RNA 
aus den primären Epithelzellen (infizierte und nicht-infizierte WT- und ctsx-/--Mäuse) wurde 
zu einer markierten cRNA transkribiert und die Synthese richtete sich, wie auch die 
anschließenden Arbeitsschritte, nach den Angaben des Herstellers (TrueLabelingAMPTM 2.0 
und ArrayGradeTM cRNA Cleanup Kit). In Tab. 4 sind die Expressionsverhältnisse (vor/nach 
H. pylori-Infektion) der WT- und ctsx-/--primären Epithelzellen dargestellt. Diese wurden pro 
Blot ermittelt und nachfolgend die wichtigsten mittels qPCR kontrolliert. Die entgültigen 
Ergebnisse wurden als x-fache Veränderungen ausgedrückt (nach der Formel: 
Infektion/Kontrolle). Nach Normalisierung und Korrektur der Daten konnte für die Mehrheit 
der Gene kein Unterschied in der Expression zwischen WT- und ctsx-/--Epithelzellen nach 
einer Infektion mit H. pylori SS1 gefunden werden. In den ctsx-/--Epithelzellen gab es jedoch 
12 differentiell exprimierte Gene, deren Expression nach H. pylori-Infektion um mindestens 
1,5-fach heraufreguliert wurden. Einige von diesen Genen, zum Beispiel ccnd3, ap3b1 und 
gadd45g, zeigten in den WT-Zellen kein verändertes Expressionsmuster nach H. pylori-
Stimulation (Tab. 4). Interessanterweise sind 8 dieser 12 Gene in T-Zell- oder B-Zell-
Proliferation beteiligt, während nur vier Gene in der T- und B-Zell-Differenzierung reguliert 
werden. Einbezogen wurden nur Gene, die mindestens um den Faktor 1,5 im Vergleich zur 
Kontrolle herauf- oder herunterreguliert wurden. Die Ergebnisse der qPCR stimmten 
weitgehend mit denen des Mikroarrays überein. Am herausragendsten war die 3-fache 
Steigerung der Expression von spp1 in den ctsx-/--Epithelzellen, gefolgt von cd81 (2-fache 
Steigerung) nach H. pylori-Infektion. Die Induktion von hmgb3, inpp5d und ccnd3 im 
Mikroarray, konnte mit Hilfe der qPCR nicht validiert werden. Darüber hinaus wurde 
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festgestellt, dass das glmn als einziges Gen stärker in den WT-Zellen heraufreguliert wurde. 
Dennoch wurde die Mehrzahl der Gene in den ctsx-/--Epithelzellen stärker heraufreguliert im 
Vergleich zu den WT-Epithelzellen nach H. pylori-Infektion. 
 
Tab. 4: Expressionsprofil von Genen der adaptiven Immunabwehr nach H. pylori-Infektion in WT- und 
ctsx-/--Primärepithelzellen.  
Die Expressionsverhältnisse (vor/nach H. pylori-Infektion) wurden pro Blot und mittels qRT-PCR 
ermittelt und die entgültigen Ergebnisse als x-fache Veränderungen ausgedrückt (infiziert/nicht-
infiziert). Die Mehrzahl der gezeigten Gene wurde in den ctsx-/--Epithelzellen nach H. pylori-Infektion 
heraufreguliert. 
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4.7 Morphologische Veränderungen und Zelluläre Interaktion zwischen den 
primären Epithelzellen und den Makrophagen 
 
Es ist seit langem bekannt, dass H. pylori mit diversen Wirtsproteinen interagiert, 
Veränderungen im Zytoskelett, zellulären tight junctions und der Migration auslösen kann 182. 
Im Jahre 2005 konnte meine Arbeitsgruppe bereits nachweisen, dass CTSX in humanen 
Zellkulturen an der H. pylori-induzierten Migration beteiligt ist. So stellte sich die Frage, ob 
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der Verlust von CTSX Auswirkungen auf die Morphologie, zelluläre Migration und zelluläre 
Interaktion der primären Epithel- und Makrophagen-Zellen der Maus hat. Dafür wurden 
sogenannte Scratch Assays oder Wundheilungs-Tests in vitro durchgeführt (vgl. 3.3.15). Es 
erfolgte die Kultivierung der primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) und der Makrophagen-
Zelllinie (J774A.1) in gegenüberliegenden Vertiefungen der Inserts, sowie die darauffolgende 
Infektion (±H. pylori) der jeweiligen Zellen. Nach der Entfernung der Trennwand wurde die 
Veränderung der Zellmorphologie und die Interaktion der infizierten und nicht-infizierten 
Epithelzellen (WT, ctsx-/-) mit den Makrophagen-Zellen (J774A.1) mit Hilfe der Time-lapse 
Video Mikroskopie beobachtet. Abbildung 20A zeigt die Interaktion von H. pylori SS1-
infizierten WT- (2. Reihe, unten) und ctsx-/- (4. Reihe, unten) -Epithelzellen mit der 
Makrophagen-Zelllinie (jeweils oben) über eine Zeitspanne von 60 h. Der Zeitpunkt, an dem 
die Trennwand entfernt wurde, um die Wunde zu erschaffen, wurde als 0 h definiert. Es kann 
gesagt werden, dass die ctsx-/--Epithelzellen deutlich langsamer wanderten (p ≤ 0,05) als die 
WT-Zellen, unabhängig vom Infektionsstatus. Darüber hinaus war die 
Migrationsgeschwindigkeit von den infizierten Zellen und den entsprechenden Makrophagen 
signifikant niedriger (p ≤ 0,05) im Vergleich zu den nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 20B). 
Innerhalb von 24 bis 48 h, erreichten die primären Epithelzellen die Grenzlinie der 
Makrophagen-Zellen, wohingegen die Makrophagen nicht innerhalb der ersten 48 h 
migrierten. Interessanterweise überwucherten die Makrophagen nach dieser Inkubationzeit 
relativ rasch die Epithelzellen (-H. pylori). Diese Beobachtung konnte aber weder in den 
infizierten primären WT-Epithelzellen noch in den infizierten ctsx-/--Epithelzellen 
nachgewiesen werden. Zusammenfassend waren die Makrophagen ko-kultiviert mit den ctsx/--
Epithelzellen in der Lage, die künstliche Wunde nach 60 h Inkubation früher und schneller zu 
schließen, als die Makrophagen ko-kultiviert mit den WT-Epithelzellen. 
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Abb. 20: Zelluläre Interaktion in Konfrontations-Zellkulturen 
Um die Interaktion von nicht-infizierten (-H. pylori) und infizierten (+H. pylori) WT- und ctsx-/--
primären Epithelzellen mit der Makrophagen-Zelllinie (J774A.1) über eine Zeitspanne von 60 h zu 
untersuchen, wurde ein sogenannter Scratch Assay durchgeführt. 6 h nach der Infektion wurde die 
Trennwand entfernt und dieser Zeitpunkt als Punkt 0 h definiert. (A) Time-lapse Video Mikroskopie 
mit exemplarischen Bildern von 0-60 h. (B) Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit als 
Laufstrecke der Zellen in die Wunde in Abhängigkeit von der Zeit. Die Ergebnisse sind als Boxplots 
mit Medianen dargestellt. Als Signifikanztest wurde der t-Test verwendet; als signifikant galt ein p-
Wert < 0,05. 
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4.8 Expression von MIF-1 in WT- und ctsx-/--Epithelzellen ko-kultiviert mit 
Makrophagen 
 
Die ursprünglich erkannte biologische Funktion, als ein Inhibitor der zufälligen Migration von 
Monozyten und Makrophagen zu agieren, war namensgebend für den migration inhibitory 
factor (MIF). Da MIF nicht nur eine wesentliche Rolle in Zellwachstum und -differenzierung 
spielt, sondern auch in der Regulation der Wundheilung involviert ist 183,184,185, wurde 
bezugnehmend auf die Ergebnisse des Wundheilungsversuches (vgl. 3.3.15) die Expression 
des Zytokins MIF-1 im Verlauf der H. pylori-Infektion analysiert. Zum Nachweis wurden 
wieder die primären Epithelzellen (WT, ctsx-/-) und die Makrophagen-Zellen (J774A.1), als 
Mono- und Ko-Kultur gezüchtet (±H. pylori) (vgl. 3.3.6 und 3.3.7) und mittels Western-Blot 
Analyse die Expression von MIF-1 (Abb. 21) untersucht. In Abbildung 21 wird deutlich, dass 
die H. pylori SS1-Stimulation in den WT- und ctsx-/--Kulturen keinen Einfluss auf die 
Expression von MIF-1 hatte. Allerdings wurde ein 5-fach niedrigerer MIF-Proteingehalt in 
den ctsx-/--Zellen detektiert, im Vergleich zu den WT-Zellen. Ebenso zeigten die ko-
kultivierten Makrophagen nur einen geringeren Einfluss der CTSX-Defizienz auf die 
Expression von MIF-1 nach Infektion mit H. pylori (Abb. 21). Diese Ergebnisse könnten 
dennoch die Tendenz in den Konfrontations-Kulturen erklären, in denen die Makrophagen 
kultiviert mit den ctsx-/--Epithelzellen in der Lage sind, die künstliche Wunde früher und 
schneller zu schließen, als die Makrophagen in Nachbarschaft mit den WT-Epithelzellen. 
 
 
Abb. 21: Expression von MIF-1 in WT- und ctsx-/--
Epithelzellen ko-kultiviert mit Makrophagen 
(J774A.1). 
Primäre Epithelzellen (WT, ctsx-/-) und die 
Makrophagen-Zellen (J774A.1) wurden als Mono- und 
Ko-Kultur (KK) gezüchtet (±H. pylori) und mittels 
Western-Blot die Expression von MIF-1 untersucht. 
MIF-1 wurde gegen Aktin abgeglichen und die 
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Kombination von Laser-Mikrodissektion und Mikroarray-Analyse zur Identifizierung 
von spezifischen Regulatoren des Zytoskeletts und der Epithelial-mesenchymalen 
Transition 
 
Parallel zu dieser Promotionsarbeit liefen die Infektionsexperimente an den WT- und ctsx-/--
Mäusen und deren histologische Auswertung. Hierbei konnten morphologisch Unterschiede 
zwischen den infizierten WT- und ctsx-/--Mäusen definiert werden. Die ctsx-/--Mäuse zeigten 
eine vermehrte Einwanderung von Makrophagen, erhöhte Proliferation und eine signifikant 
stärkere Ausprägung der sogenannten SPEM (spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia) 
(Daten nicht gezeigt).  
In diesem Teil der vorliegenden Promotion wurden daher mittel Laser-Mikrodissektion eben 
diese interessanten Bereiche des Magens separiert und eine Mikroarray-Analyse durchgeführt, 
um potentielle Kandidatengene, die an der Regulation des Zytoskeletts und der Epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt sein könnten, zu identifizieren. Dabei stand nun 
die Frage im Vordergrund, welchen Einfluss der Verlust der in dieser Arbeit untersuchten 
Protease CTSX auf die epitheliale Transdifferenzierung in der Magenkarzinogenese besitzt?  
 
4.9 Laser-unterstütze Mikrodissektion  
 
In den letzten Jahren haben technische Fortschritte insbesondere auf dem Gebiet der Laser-
unterstützten Mikrodissektion die PCR-Analyse geringster Mengen an Zellen bis auf 
Einzelzellniveau hin ermöglicht 186,187,188,189. Schon zuvor fanden verschiedenste Methoden 
der Mikrodissektion Anwendung 190. Mit diversen Instrumenten wurden die relevanten Zellen 
aus dem histologischen Präparat herausgelöst, jedoch hatten die meisten dieser Verfahren zur 
Folge, dass die Morphologie des umliegenden Gewebes unwiederbringlich verloren war und 
es nicht mehr für weiterführende Untersuchungen zur Verfügung stand. Um dieses Problem 
zu umgehen wird seit einigen Jahren die Technik der lasergesteuerten Mikrodissektion von 
Gefrierschnitten bzw. zytologischen Präparaten für die Isolierung von homogenen, 
morphologisch identischen Zellpopulationen angewendet 162. Bei diesem Verfahren werden 
mit Hilfe eines Lasers einzelne Zellen oder Zellgruppen aus heterogenem Gewebe unter 
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optischer Kontrolle isoliert 191. Zur Mikrodissektion von Zellarealen und einzelnen Zellen der 
Mausmagenmukosa wurde im Zuge dieser Dissertation auf das PALM MicroBeam System der 
Firma P.A.L.M. Microlaser Technologies zurückgegriffen. 
Das entsprechende Gewebe für die laserassistierte Mikrodissektion wurde nach 24, 36 und 50 
Wochen von den infizierten (+H. pylori SS1) und nicht-infizierten (-H. pylori SS1) WT- und 
ctsx-/--Mäusen gewonnen (vgl. 3.3.3). Zur Herstellung der Magen-Gewebeschnitte wurden 
dann am Kryostaten 10 μm dicke Gefrierschnitte hergestellt, um danach histochemisch 
gefärbt zu werden. Mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion erfolgte anschließend das 
Herausschneiden der zu untersuchenden Zellareale (Oberflächen-, Parietal-, 
Entzündungszellen und SPEM) aus verschiedenen Regionen des Gewebes, um daran die 
Expressionsanalyse vorzunehmen (vgl. 3.3.21.4 und 3.3.21.6). 
 
4.10 Gefrierschnitte von Mäusemägen 
 
Als Vorbereitung für die Mikrodissektion der Kryostatschnitte erfolgte von allen 
Gewebeproben zuvor eine H&E-Färbung. Diese Schnitte wurden histologisch beurteilt und 
die Kennzeichnung der spezifischen Zellbereiche vorgenommen. In dieser Arbeit wurde nach 
einer schnellen und zuverlässig reproduzierbaren Methode gesucht, die es einerseits 
ermöglichte, das Magengewebe im gefrorenen Zustand in sehr dünne (10 μm) Schnitte zu 
schneiden und andererseits diese mit einem kurzen Färbeprotokoll möglichst schonend zu 
behandeln, damit die Qualität der Probe keinen Schaden nimmt und der Gehalt an intakter 
RNA nicht abgebaut bzw. verringert wird. Die für die Mikrodissektion verwendeten 
Gewebeschnitte wurden nach einem verkürzten Protokoll mit Cresyl-Violet angefärbt (vgl. 
3.3.21.4) und zeigten eine reguläre Morphologie (Abb. 22 und 23).  
 
   





Abb. 22:  Übersichtsaufnahme der Gewebeschnitte. 
Gewebeschnitte nach der Cresyl-Violet-Färbung (a = 100x; b = 200x) 
200x Hauptzellen 
Parietalzellen 
a b 100x 
 
 a b 100x 200x 
Abb. 23:  Übersichtsaufnahme von SPEM-Gewebeschnitten.  
Gewebeschnitte nach der Cresyl-Violet-Färbung (a = 200x; b = 400x) 
 
Bevor mit dem Herausschneiden einzelner Areale aus der Magenschleimhaut begonnen 
wurde, war es wichtig, dass die gefärbten Schnitte vollständig trocken waren, da es sonst 
durch den Laser zu einer Überhitzung des Schnittes kommen kann. Außerdem war es nicht 
möglich eine angemessene RNA aus den Gewebebereichen zu isolieren, wenn nicht auf ein 
sauberes Arbeiten mit RNase freien Reagenzien und sterilen Materialien geachtet wurde. Eine 
Auswahl von Mikrofotogrammen der dissezierten Zellen ist in Abbildung 24 dargestellt. 
Hierbei handelte es sich um intakte und um angeschnittene Zellen. Man erhielt daher 
letztendlich nur das vollständige genetische Material von etwa einem Zehntel der dissezierten 
Zellen. In der Abbildung 24 ist beispielhaft die experimentelle Vorgehensweise der 
Dissektion von den Nebenzellen und vereinzelten SPEM-Bereichen mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion dargestellt. Die jeweiligen Zellareale wurden zunächst am Bildschirm 
markiert (weiße Linie). Anschließend wurden diese mittels eines UV-Lasers automatisch 
entlang der markierten Schnittlinie ausgeschnitten.  
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   200x 200x 
 
   200x 200x 
 
   
 
Abb. 24: Vorgehensweise der lasergestützten Mikrodissektion. 
Die linken Bilder zeigen die markierten Areale der Magenmukosazellbereiche (Oben: Nebenzellen; 
Mitte: SPEM bei einer Vergrößerung von 200x). In den rechten Bildern ist der jeweilige 
Gewebeschnitt mit den ausgeschnittenen Arealen dargestellt. Das unterste Bild ist eine 
Zoomaufnahme des caps mit einem exemplarisch geschossenen Zellbereich.  
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4.11 Analyse der Genexpressionsprofile aus verschiedenen Magenzellbereichen von 
WT- und ctsx-/--Mäusen 
 
Nach der Färbung und dem Herausschneiden der zu untersuchenden Zellareale mittels Laser-
Mikrodissektion erfolgte die Isolierung der RNA, sowie die Synthese bzw. Pre-Amplifikation 
der cDNA aus dem mikrodissezierten Gewebebereichen nach den jeweiligen 
Herstellerprotokollen (vgl. 3.3.21.7). Damit waren die isolierten Zellbereiche für den Einsatz 
in den RT-PCR² Profiler Array zur Analyse eines Genexpressionsprofils bereit. Die minimale 
für eine erfolgreiche cDNA-Amplifikation notwendige Anzahl an dissezierten Zellen betrug 
etwa 200-300 Zellen. Für die Array Analyse wurde der Maus Cytoskeleton Regulators PCR 
Array verwendet, der die simultane Untersuchung von 84 Genen gestattet 
(http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAMM-088A.html). Diese umfassten 
Calmodulin und Calcineurin, Kinasen und Phosphatasen, relevante Rho G-Protein-Familien 
sowie ihre wichtigsten regulatorischen Faktoren. Es wurden zwei verschiedene Gruppen (WT- 
und ctsx-/-) zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach H. pylori-Stimulation in drei 
unterschiedlichen Magenzellbereichen untersucht und miteinander verglichen (Tab. 5). Das 
Ziel der Untersuchungen war im ersten Teil, zu schauen, welche Gene überhaupt in welchen 
Gewebebereichen der Magenmukosa reguliert werden und im zweiten Teil, ob der Verlust des 
CTSX einen Einfluss auf die jeweiligen Expressionsprofile besitzt und ob sich das 
Expressionsmuster der Gene im Laufe des Entzündungsprozesses verändert. Die erhaltenen 
Genexpressionsdaten wurden, wie in Material & Methoden beschrieben, ausgewertet (vgl. 
3.3.21.7). Der relative Expressionsunterschied (RQ) wurde somit zwischen den infizierten 
(+H. pylori) und den nicht-infizierten WT- und ctsx-/--Mägen über die Formel RQ = 2-ΔΔCt 
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Tab. 5: Überblick über die mikrodissezierten Zellbereiche der Magenschleimhaut. 
Die Untersuchung erfolgte an zwei verschiedenen Gruppen (WT und ctsx-/-) zu drei verschiedenen 
Zeitpunkten (24, 36, 50 Wochen) mit und ohne H. pylori SS1-Infektion in unterschiedlichen 
Magenzellbereichen. 
 WT (± H. pylori) ctsx-/- (± H. pylori) 








3/2 Parietalzellen  
3/2E Entzündungszellen 







4.12 Genexpression und Gen-Clusteranalysen in WT- und CTSX-defizienten 
Mäusen 
 
Die genaue Vorgehensweise bei der Auswertung der Primärdaten ist dem Arbeitsteil Material 
& Methoden zu entnehmen. Die gesamten Datenergebnisse der relativen Quantifizierung 
(RQ) aller 84 Gene sind aus dem Anhang zu entnehmen. Als gesunde Kontrollgruppen 
wurden nicht-infizierte Mäuse ausgewählt. Nach Normalisierung und Korrektur der Daten 
konnte für die Mehrheit der Gene ein Unterschied in der Expression zwischen WT und ctsx-/- 
36 Wochen nach H. pylori-Infektion gezeigt werden, unabhängig vom Magenzellbereich. In 
den mikrodissezierten WT-Zellgeweben wurde die Mehrzahl der Gene nach 36 Wochen 
H. pylori-Infektion heraufreguliert, im Vergleich zu den ctsx-/--Zellgeweben. In den ctsx-/--
Magenzellen kam es erst ab 50 Wochen nach H. pylori-Infektion zur Steigung der Expression 
einer Vielzahl von Genen. Unter den 84 differentiell regulierten Transkripten befanden sich 
einige relevante Kandidatengene, welche sehr stark in den Entzündungszellen und den SPEM-
Bereichen heraufreguliert wurden. Dargestellt in Tabelle 6 sind die Ergebnisse der RQ von 
sechs Genen, welche nach der vollständigen Analyse aller Daten und aller 84 Gene besonders 
auffällig waren, u.a. mapt (microtubule-associated protein tau), mylk2 (myosin light chain 
kinase), Aurkc (aurora kinase C), cdk5r1 (cyclin-dependent kinase 5) und cyfip2 
(cytoplasmic fragile-X mental retardation interacting protein; sra, pir121). Bei genauerer 
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Betrachtung dieser Expressionsdaten nach H. pylori-Infektion, fällt die erhöhte Steigerung des 
Gens mapt in den ctsx-/--Mägen in der 36-sten Woche nach H. pylori-Stimulation auf, 
unabhängig von den Zellbereichen (in Tab. 6 rot markiert). Die Steigung der Expression von 
mylk2 erfolgte erst 50 Wochen nach H. pylori-Infektion, wobei diese in den WT- und in den 
ctsx-/--Entzündungszellen und SPEM-Bereichen am stärksten anstieg. Des Weiteren wurde die 
Expression nach H. pylori-Stimulation von den Genen aurkc, cdk5r1, cyfip2 und wasp im WT 
heraufreguliert, besonders in den Entzündungszellen und den SPEM-Regionen. Angedeutet 
durch einen Strich in Tab. 6 sind die Zellbereiche, in denen kein Expressionsmuster erstellt 
werden konnte. Dabei handelte es sich im WT, sowie auch in den ctsx-/--Mägen 24 und 36 
Wochen nach H. pylori-Infektion um den Bereich 3/3 (SPEM-Gewebebereich), welcher erst 
nach 36 Wochen H. pylori-Stimulation erkennbar war, wobei ab diesem Zeitpunkt jedoch 
eine eindeutigen Oberflächenzellen mehr sichtbar waren.  
Tab. 6:
 nicht-infizierten (-H. pylori) WT- und ctsx
n. Unter den 8 ferentiell regulierten 
Transkriptgenen befanden e (RQ>1,5) 
k
 
 Relative Quantifizierung (RQ) relevanter Kandidatengene 
Der RQ wurde zwischen den infizierten (+H. pylori) und den /-
-Mägen ber die Formel RQ ΔΔCt vorgenommeü = 2- 4 dif
sich 6 Kandidatengen
 RQ 
W ri)T (± H. pylo  
RQ 
c yltsx-/- (± H. p ori) 
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Wie im vorangegangenen Kapitel gezeigt und auch anhand der Daten im Anhang erkennbar, 
generieren Mikroarray-Experimente besonders große Datenmengen. Es ist schwierig bis 
unmöglich ein derartig großes Datenset zu verarbeiten. Aus diesem Grund war eine 
Visualisierung aller Expressionsdaten mittels Clusteranalyse eine gute Möglichkeit diese 
Vielfalt verständlicher darzustellen. Das Grundkonzept in Clusteranalysen ist, exprimierte 
Gene zu identifizieren und je nach Bereich zu gruppieren. Clusteranalysen organisieren die 
Daten und clustern die Veränderungen im Genexpressionsmuster und nicht die tatsächliche 
Veränderung der Genexpression. Es können sich somit sowohl herauf- als auch 
herabregulierte Gene in denselben Cluster befinden. In dieser Arbeit wurde der hierarische 
agglomerierende Algorithmus zur Clusteranalyse verwendet, welcher mit einer beliebigen 
Anzahl von Clustern startet, vereinigt oder teilt die vorhandenen Cluster entsprechend eines 
bestimmten Distanzmaßes. Mit Hilfe dieser Clusteranalyse, war es möglich, die Gene 
entsprechend ihrer Expressionsähnlichkeiten in den verschiedenen Gewebebereichen 
spezifischen Gruppen zuzuordnen. Die Clusteranalyse erfolgte unter Anwendung des Pearson 
Korrelationseffizienten sowie der Average Link Methode (durchschnittlicher Abstand 
zwischen den Punkten aus zwei Clustern) 192. Nach der Berechnung aller Abstände zwischen 
den Punkten zweier Cluster (Genexpression bzw. ΔCt der drei Gewebeschichten) wurde der 
Mittelwert über alle Abstände gebildet und wie in Abbildung 25 und 26 als Baum von 
Clustern dargestellt. Das in den Abbildungen erkennbare Dendrogramm ist ein wichtiges 
Hilfsmittel bei der Navigation innerhalb der Daten der gesamten Gene. Hierbei repräsentieren 
die Zeilen des Dendogramms die unterschiedlichen 84 Gene, die Spalten dagegen die 
verschiedene Gewebeproben. Auf diese Weise wurde eine übersichtliche Darstellung der 
Expressionsdynamik für jedes einzelne Gen und für jeden einzelnen Gewebebereich im 
Versuchsverlauf möglich.  
Anhand der Abb. 25 und 26 ist erkennbar, dass sich unabhängig vom WT- oder ctsx-/--
Magengewebe das infizierte Oberflächenepithel den nicht-infizierten Kontrollen sehr ähnlich 
war. Die infizierten Parietalzellen, die Entzündungszellen und auch die mikrodissezierten 
SPEM-Bereiche hatten hingegen weniger große Ähnlichkeit bezüglich des Expressionsprofils 
als die beiden zuvor genannten Zellcluster. Im nächsten Schritt wurde mit Hilfe der 
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Clusteranalyse beurteilt, welche Gene eine ähnliche Expressionsdynamik aufwiesen. Die 
Visualisierung der 84 Expressionswerte erfolgt mit heat map in den dargestellten 
Dendogrammen. Bei gesteigerter Expression sind die betroffenen Gene rot dargestellt, die 
herabregulierten Gene hingegen blau. Die Zeilen des Dendogramms stellen die Gene mit ihrer 
Varianz dar, wobei der Abstand der Gene voneinander in den Stammbäumen den Grad der 
Gemeinsamkeiten zeigt. Anhand des resultierenden Dendrogramms (Abb. 25 und 26) konnten 
auf Genebene 3-4 größere Cluster identifiziert werden. In beiden Clusteranalysen (WT und 
ctsx-/-) unabhängig vom Zeitpunkt (24, 36 oder 50 Wochen) gruppieren sich unterschiedliche 
Gene zusammen. Bei Betrachtung aller 84 Gene, sind die Gengruppen, die miteinander 
clustern, sich somit sehr unähnlich. Aus der Ähnlichkeit des Expressionsprofils zweier oder 
mehrerer Gene kann man darauf schließen, dass sie im Allgemeinen nicht in direkter 
funktionaler Beziehung stehen. Innerhalb dieser Cluster werden die stark regulierten Gene aus 
Tab. 6 betrachtet und ihre unmittelbare Nachbarschaft im Cluster-Baum analysiert. So 
konnten weitere auffällige Gene gefunden werden, die durch die strikten Filterkriterien bisher 
unberücksichtigt blieben. Erstaunlicherweise stehen die 6 relevanten Kandidatengenen nicht 
in direktem Zusammenhang, jedoch sind in unmittelbarer Nähe dieser Gene das vermehrte 
Vorhandensein andere bestimmter Gene auffällig. Die identifizierten Gene werden 
nachfolgend kurz beschrieben, ihre Lokalisation im Cluster-Baum ist zusätzlich in den 
bbildungen dargestellt. 
lin-A1), jedoch nicht in den ctsx-/--mikrodissezierten Zellbereichen (36 und 50 
12), jedoch nicht in den ctsx-/--
), jedoch nicht in den ctsx-/--mikrodissezierten 
Zellbereichen (36 und 50 Wochen). 
A
 
¾ In allen WT-Zellbereichen zeigte das Gen mylk2 eine ähnliche Expression wie das Gen 
ccna1 (cyc
Wochen). 
¾ In allen WT-Zellbereichen zeigte das Gen cyfip2 eine ähnliche Expression wie das Gen 
ppp1r12 (protein phosphatase 1 regulatory subunit 
mikrodissezierten Zellbereichen (36 und 50 Wochen). 
¾ In allen WT-Zellbereichen zeigt das Gen wasp eine ähnliche Expression wie das Gen 
cdc42ep3 (cdc42 effector protein
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¾ In allen WT-Zellbereichen zeigte das Gen aurkc eine ähnliche Expression wie das Gen 
clip (CAP-GLY domain containing linker protein), jedoch nicht in den ctsx-/--
mikrodissezierten Zellbereichen (24 und 50 Wochen). 
 
In den Abbildungen 25 und 26 sind mit Hilfe von farblich markierten Pfeilen diese sechs 
Gene verdeutlicht, an denen die Zusammengehörigkeit der einzelnen sechs Gene 
untereinander erkennbar ist. Zusammengefasst konnte für die hier untersuchten Faktoren ein 
Zusammenhang zwischen dem Verlust des CTSX und der Expression von Zytoskelettgenen 
im Verlauf des Entzündungsprozesses gezeigt werden. 
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Abb. 25: Gen-Clusteranalyse von verschiedenen WT-Mukosazellbereichen. 
Dargestellt ist das Clustering über alle auf dem Mikroarray gespotteten Gene zu drei verschiedenen 
Zeitpunkten in drei verschiedenen Magenzellbereichen. Es wurde der hierarische agglomerierende 
Algorithmus zur Clusteranalyse verwendet Die horizontalen Balken repräsentieren die individuellen 
Gene, die vertikalen Säulen stehen für die einzelnen Gewebeproben. Der Abstand und die Höhe der 
Klammern im Dendrogramm verdeutlichen den Grad der Gemeinsamkeit. Alle heraufregulierten Gene 
sind in rot, alle herabregulierten Gene in blau markiert. In beiden Clusteranalysen gruppierten sich 
nicht dieselben Gengruppen zusammen (dargestellt bzw. hervorgehoben durch Pfeile). 
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Abb. 26: Gen-Clusteranalyse von verschiedenen ctsx-/--Mukosazellbereichen. 
Dargestellt ist das Clustering über alle auf dem Mikroarray gespotteten Gene zu drei verschiedenen 
Zeitpunkten in drei verschiedenen Magenzellbereichen. Es wurde der hierarische agglomerierende 
Algorithmus zur Clusteranalyse verwendet Die horizontalen Balken repräsentieren die individuellen 
Gene, die vertikalen Säulen stehen für die einzelnen Gewebeproben. Der Abstand und die Höhe der 
Klammern im Dendrogramm verdeutlichen den Grad der Gemeinsamkeit. Alle heraufregulierten Gene 
sind in rot, alle herabregulierten Gene in blau markiert. In beiden Clusteranalysen gruppierten sich 
nicht dieselben Gengruppen zusammen (dargestellt bzw. hervorgehoben durch Pfeile). 
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5 DISKUSSION 
 
H. pylori ist ein gram-negatives, mikroaerophiles, spiralförmig gewundenes Bakterium, 
welches die Magenschleimhaut des Menschen kolonisiert. Es induziert eine lokale 
Immunantwort, welches mit der Entstehung schwerer gastrointestinaler Krankheiten wie 
aktiver chronischer Gastritis und Geschwüren des Magens und des Zwölffingerdarms oder 
malignen Tumoren assoziiert 3,37,46,77,193,194,195,196. Darüber hinaus ist das Bakterium an der 
Entwicklung von Magenadenokarzinomen 197,198 und des MALT-Lymphoms 196 beteiligt 
199,200. Die H. pylori-assoziierte Gastritis geht einher mit einer massiven Infiltration der 
Magenschleimhaut durch Granulozyten, T-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen 
38,201,202. Cysteinproteasen waren bisher bei entzündlichen Magenerkrankungen wenig 
untersucht 97,107,203. Die Cathepsine bilden eine große Gruppe ubiquitär vorkommender 
Enzyme von denen mittlerweile 11 Vertreter im humanen Organismus beschrieben wurden, 
darunter Cathepsin B, L, K, W und X, welche für den unspezifischen Abbau von 
unterschiedlichen Proteinen in Lysosomen verantwortlich sind aber auch entscheidene Rollen 
bei pathologischen Prozessen wie z.B. Krebs und Entzündungsprozessen erfüllen können 112. 
In der Literatur finden sich mittlerweile eine Anzahl von Hinweisen auf die Beteiligung von 
Cathepsinen im Magenkarzinom bzw. in der H. pylori-assoziierten Gastritis. Die am meisten 
verbreiteten endosomalen/lysosomalen Cysteinproteasen CTSB und L zeigten in späten 
Stadien des voranschreitenden Magenkarzinoms (atrophe Gastritis, epitheliale Dysplasie) eine 
Hochregulation 107. Jedoch sind die spezifischen Funktionen und Regulationen der 
Cysteinproteasen im Magen bis heute noch nicht detailliert beschrieben. Durch eine Reihe 
von Inhibitions-Studien in Zellkulturversuchen wurden Cathepsine in den letzten Jahren 
immer öfter auch als potentielle prognostische Faktoren entdeckt 136,204,205.  
 
5.1 Suche nach dem geeigneten Mausmagen-H. pylori-Infektionsmodell in vitro 
 
Eine Voraussetzung für die Untersuchung der H. pylori-induzierten Expression von CTSX 
während der Magenkarzinogenese ist das Vorhandensein eines geeigneten Modells in vitro, 
welches die Situation in vivo bzw. den Verlauf der Infektion und die Pathologie der Infektion 
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beim Menschen so genau wie möglich simuliert. Geeignete H. pylori-Infektions- bzw. 
Tiermodelle in vivo wurden in den letzten Jahren erfolgreich etabliert 206,207,208,209,210,211,212. 
Auf dieser Basis konnte ein Cathepsin-knock-out-Infektions- bzw. Tiermodell etabliert 
werden, welches es ermöglicht, die komplexen physiologischen Abläufe zu untersuchen, die 
während einer Magenkarzinogenese in vivo ablaufen. Anknüpfend an die vorwiegend 
deskriptiven Untersuchungen zur Expression von CTSX war es Ziel dieser Arbeit, spezifische 
Funktionsmechanismen sowie potentielle Regulations- und Interaktionsmoleküle in vitro zu 
identifizieren. Dafür standen natürlich permanente Zelllinien aus immortalisierten Zellen zur 
Verfügung, jedoch sind aber Primärkulturen unumstritten die weitaus bessere Variante in 
vivo-Abläufe nachzuahmen. Permanente Zelllinien werden aus verschiedenen Geweben 
(Haut, Schuppe, Muskel, Gonaden) einmalig gewonnen und über viele Generationen 
weitergezüchtet. Der Nachteil permanenter Zelllinien liegt im Verlust der metabolischen 
Kapazität mit fortschreitender Generationszahl 213. Selten sind diese Zelllinien aus gesundem 
Gewebe etabliert oder sie wurden genetisch manipuliert. Wie bereits beschrieben, finden für 
den Magen häufig die Adenokarzinomzelllinie AGS und die MDCK-Zellen (madin-derby 
canine cells) Verwendung, wobei die AGS-Zellen jedoch, aufgrund fehlender Zell-Zell- und 
Zell-Matrix-Verbindungsproteine keinen polarisierten Monolayer ausbilden können 165,166. 
Die MDCK-Zellen bilden zwar ein polarisiertes Epithel aus, jedoch handelt es sich um Zellen, 
die weder humanen Ursprungs sind, noch aus dem Magen stammen 167,214. Für einige 
Experimente mit H. pylori wurde die Zelllinie NCI-N87 verwendet 160. Diese Zelllinie wurde 
aus der Lebermetastase eines Adenokarzinoms isoliert 215 und ähnelt dem Phänotyp eines 
Magenepithels relativ gut, da sie sowohl intakte Adhärenzverbindungen besitzt sowie 
verschiedene Magenhormone produziert und freisetzt 215, jedoch mit der Einschränkung, dass 
es sich immer noch um Tumorzellen handelt.  
Primäre Epithelzellen aus speziellen Lokalisationen sind auch heute noch kaum käuflich zu 
erwerben. Die von meiner Arbeitsgruppe etablierte Methode zur Isolierung primärer humaner 
Epithelzellen aus Magenresektaten bzw. Biopsiematerialien, erwies sich als effizientes und 
verlässliches Werkzeug, um die Auswirkungen einer H. pylori-Infektion unter in vivo-nahen 
Bedingungen zu untersuchen 168. Nach 24 h bildeten die isolierten primären Zellen Cluster aus 
und konnten für etwa eine Woche in Kultur gehalten werden. Dieses etablierte 
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Isolationsprotokoll wurde als Grundlage dieser Dissertation zur Isolierung primärer 
Epithelzellen aus der Maus genutzt. Für die geplanten Untersuchungen wurden neben den 
„normalen“ WT-Mäusen auch CTSX-defiziente Mäuse zur Epithelzellgewinnung 
herangezogen. Als Vergleich wurde die murine Magenkarzinom-Zelllinie (CLS103), etabliert 
aus einem Adenokarzinom von NMRI-Mäusen, herangezogen. Erwartungsgemäß konnte auch 
diese Zelllinie dem direkten Vergleich mit den Primärzellen nicht standhalten. Neben der 
Einzelzellmorphologie als Hinweis auf defekte Interzellularkontakte zeigten die CLS103-
Zellen auch eine deutlich geringere Besiedlungsdichte von H. pylori und nur eine schwache 
Induktion von CTSX im Vergleich mit den clusterartig wachsenden primären Epithelzellen 
(vgl. Abb. 12).  
In der vorliegenden Studie wurden demzufolge die primären Epithelzellen verwendet, um 
über Effekte des CTSX-Mangels im Verlauf der H. pylori-Infektion Rückschlüsse auf 
mögliche Interaktionen und Funktionen der Protease ziehen zu können. Die Ko-Kultur mit 
Makrophagen, welche Hauptzellen der CTSX- und Zytokin-Expression in vivo darstellen, 
diente der weiteren Verbesserung der in vivo-nahen Situation.  
 
5.2 Expression von verschiedenen Cathepsinen im gesamten Magen der Maus im 
Vergleich zu den primären Epithelzellen 
 
In der vorliegenden Studie wurde zunächst das allgemeine Expressionsmuster der relevanten 
Cathepsine (CTSX/B/L) im Magengewebe der WT und der transgenen Mäuse (ctsx-/- und 
ctsb-/-) im Vergleich zu den korrespondierenden primären Epithelzellen untersucht. Die 
Expression der Cathepsine im Gewebe war erwartungsgemäß etwas stärker als in den 
primären Magenepithelzellen, da bei diesen z.B. die Entzündungszellen als Lieferanten der 
Cathepsine fehlten. Dennoch war das Expressionsniveau der Cathepsine untereinander 
vergleichbar, so dass die Verwendung primärer Epithelzellen hinsichtlich der Expression der 
Cathepsine der Situation in vivo entspricht. Die transgenen Mäusemägen (ctsx-/-- und ctsb-/--
Zellen sowie Gewebe) exprimierten signifikant mehr Cathepsine als im WT. Die Expression 
von CTSX verdoppelte sich im ctsb-/--Gewebe und wurde in den ctsb-/--Zellen sogar 
versechsfacht, im Vergleich zum jeweiligen WT. Diese kompensatorische Wirkung von 
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CTSX wurde bereits durch Vasiljeva et al. (2006) gezeigt 137. Das hier verwendete MMTV-
PyMT (mouse mammary tumor virus-polyoma middle T antigen)-Mausmodell zeigte in der 
CTSB-knock-out-Variante eine Zunahme der CTSX-Expression. Es konnte auf der 
Oberfläche der Tumorzellen statt CTSB aktives CTSX detektiert werden. Damit wurde das 
Fehlen des einen Cathepsins offensichtlich durch ein anderes Cathepsin ausgeglichen. 
Andersherum scheint es eine schwächere kompensatorische Funktion von CTSX durch CTSB 
zu geben, denn die Expression an CTSB stieg in den ctsx-/--Mägen um das 1,7-fache und in 
den isolierten primären ctsx-/--Zellen um das 2,7-fache an. Ähnliche Daten wurden wiederum 
auch in dem MMTV-PyMT-Modell gefunden 157. Dass primäre Zellkulturen aufgrund ihrer 
definierten Zellsorten sogar besser geeignet sind, bestimmte Enzyme oder Enzymgruppen zu 
untersuchen, als das ursprüngliche Gewebe ist eine Tatsache. Festuccia et al. (1995) 
empfahlen z.B. die Bestimmung der Aktivität des Plasminogen-Aktivators in 
Primärzellkulturen und nicht in den Gewebeproben vorzunehmen 216. Friedrich et al. (1999) 
beschrieben ebenso eine erhöhte Expression der Cathepsine in den Primärzellen der 
Tumorproben, während die Tumorgewebe eine niedrigere Expression der Cathepsine im 
Vergleich zum gesunden Gewebe zeigten 217. Dies bestätigt einerseits meine Beobachtungen, 
weist aber auch darauf hin, dass Primärmodelle einer genauen Überprüfung im Vergleich zum 
Gewebe bedürfen.  
 
5.3 H. pylori-induzierte Expression von Zytokinen/Chemokinen in ko-kultivierten 
Makrophagen und Epithelzellen 
 
Die Stimulation mit H. pylori aktiviert Signaltransduktionswege und damit die Produktion 
bzw. Ausschüttung von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1β, IL-8, IL-
18, TNF-α und INF-γ durch die Epithelzellen. Es kommt im Verlauf zu einer chronischen 
Entzündungsreaktion, einhergehend mit der Gewebeinfiltration durch Lymphozyten und 
Monozyten/Makrophagen 201,202,218,219,220,221. CTSX zeigt in entzündlichen und 
Tumorgeweben eine sehr zellspezifische Expression, vor allem in Monozyten und 
Makrophagen 143,159. Alle bisherigen Arbeiten zur H. pylori-induzierten Magenkarzinogenese 
unterstützen die Identifizierung der Makrophagen als Hauptquelle der CTSX-Expression 
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146,160. CTSX induziert die Adhäsion und Phagozytose von Makrophagen, sowie die Reifung 
von dendritischen Zellen. Darüber hinaus regelt es die Proliferation und Migration von T-
Lymphozyten 150. Die genaue Rolle der Cathepsine in inflammatorischen Prozessen, speziell 
des Magens ist jedoch noch nicht geklärt. Die Stimulationen verschiedenster Primärkulturen 
mit Zytokinen wie TNF-α, IL-1β oder Interferon-γ konnte die Expression bzw. Sekretion von 
CTSS, CTSB oder CTSL beeinflussen 122,222,223,224,225,226. Aufgrund der Dominanz der 
Expression von CTSX in Makrophagen und einer wahrscheinlichen Interaktion mit Zytokinen 
war davon auszugehen, dass der Verlust von CTSX zu einer Verschiebung der 
Zytokinantwort nach H. pylori-Stimulation führt. Zur Analyse der Expression von CXCL1 
(mausanalog zu IL-8), IL-6, IL-1β und MCP-1, wurden die infizierten und die nicht-
infizierten mono- bzw. ko-kultivierten primären Magenepithelzellen und die Makrophagen-
Zelllinie J774A.1 untersucht. Außerdem zeigten alle Zytokine (mit Ausnahme von MCP-1) 
eine deutlich reduzierte Expression in den ctsx-/--Mono-Kulturen, mit nicht nachweisbarer 
Expression an IL-1β. Nach H. pylori-Infektion drehte sich diese Tendenz um, da die 
Zytokinexpression in den ctsx-/--primären Epithelzellen stärker war als in den WT-
Zellkulturen. Der auffälligste Unterschied wurde in dieser Arbeit bei IL-1β entdeckt, welches 
in den ctsx-/--defizienten Zellen um das 5-fache gesunken war, im Vergleich zu den WT-
Zellen. Diese Interaktion von IL-1β und dem CTSX wird weiter untersucht werden und 
kennzeichnet möglicherweise ein neues Interaktionsfeld dieser Protease. Andererseits stieg 
die Transkription von IL-6 signifikant in den ko-kultivierten ctsx-/--Zellen nach H. pylori-
Infektion an, im Vergleich zu den WT-Zellen. In den Gewebeuntersuchungen der infizierten 
WT- und ctsx-/--Mäuse finden sich diese Daten tatsächlich bestätigt. Hier fand sich zwar keine 
eindeutig gesteigerte Induktion der Zytokine in den ctsx-/-- versus WT-Mäusen nach 24 
Wochen H. pylori-Infektion, allerdings zeigte sich weitere 12 Wochen später eine signifikant 
längeranhaltende und höhere Induktion der meisten Zytokine in den ctsx-/--Mäusen (Daten 
noch nicht publiziert). Auf welche Weise CTSX die Zytokinausschüttung im Epithel 
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5.4 Untersuchung der Zytokinsekretion an Makrophagen-Kulturen 
 
Für die Ko-Kulturen als Modell für die Interaktion des infizierten Epithels mit den 
darunterliegenden Gewebsmakrophagen wurde die Makrophagen-Zelllinie J774A.1, die aus 
einer Aszitesflüssigkeit von BALB/c Mäusen (ATCC, TIB-67TM) isoliert wurde, verwendet. 
Aufgrund der Tatsache, dass in der Milz alle wesentlichen Zellen (Makrophagen, 
Lymphozyten usw.) vorhanden sind, wurden zunächst auch Untersuchungen mit primären 
Makrophagen aus der Milz der WT- und ctsx-/--Mäuse versucht (Daten nicht gezeigt). Leider 
ließen sich jedoch die Makrophagen nicht dauerhaft in ausreichenden Mengen und Reinheit 
isolieren und alle Präparationen hatten stets auch einen hohen Prozentanteil an lymphozytären 
Zellen. Des Weiteren konnten die mit den primären Makrophagen/Lymphozyten erhaltenen 
Daten nur bedingt mit den Ergebnissen der Untersuchungen mit der Makrophagen-Zelllinie 
J774A.1 in Einklang gebracht werden. Deml et al. (2004 und 2005) isolierten aus der Milz 
Splenozyten und Makrophagen, um auch hier einen genaueren Aufschluss über die Sekretion 
verschiedener Zytokine nach H. pylori-Infektion zu erhalten 227,228. Mittels ELISA wurden die 
Konzentrationen von TNF-α, IL-6, IL-10, IL-12 und IFN-γ bestimmt und ebenso wie in 
meinen Ergebnissen kam es zu einer sehr geringeren bzw. zu einer negativen Sekretion der 
einzelnen untersuchten Zytokine, wie beispielsweise dem IL-6.  
Zur Etablierung des Systems wurde demzufolge weiterhin die Makrophagen-Zelllinie 
J774A.1 verwendet. Diese wurden bereits erfolgreich in H. pylori-Infektionsstudien getestet 
229 und gelten als adäquates Modell in der Maus. Die J774A.1-Zellen zeigten keinerlei 
Einfluss der CTSX-Defizienz auf die Expression von CXCL1, IL-6 und IL-1 β in nicht-
infizierten Ko-Kulturen. Wie schon bei den Epithelzellen konnte besonders für IL-6 eine 
signifikante höhere Induktion nach H. pylori-Infektion in den mit ctsx-/--Epithelzellen ko-
kultivierten Makrophagen nachgewiesen werden, im Vergleich zur WT-Ko-Kultur. Der 
Verlust des CTSX in den primären Epithelzellen scheint ohne Einfluss von H. pylori die 
Expression von MCP-1 in den ko-kultivierten Makrophagen zu stimulieren, wohingegen kein 
signifikanter Unterschied zwischen den WT- und ctsx-/--Ko-Kulturen in der Reaktion auf 
H. pylori gefunden wurde. Dem Hinweis auf eine Interaktion von CTSX und MCP-1 wird 
derzeit noch nachgegangen. MCP-1, dass als potenter Stimulus von Monozyten und 
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basophilen Granulozyten über seinen Rezeptor CCR2 wirkt und von einer Vielzahl an Zellen, 
wie Makrophagen, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen produziert wird 230, spielt in der 
H. pylori-Infektion des Magens eine entscheidende Rolle. Dies zeigte eine Studie in antralen 
Magenbiopsien mit einer signifikant gesteigerten Transkriptionsrate von MCP-1 nach 
H. pylori-Infektion 231. Gleiches konnte in der Magenkarzinom-Zelllinie MKN28 gezeigt 
werden 232. Insgesamt müssen die erhaltenen Ergebnisse natürlich kritisch ausgewertet 
werden, da durch die CTSX-exprimierenden J774A.1-Makrophagen kein rein CTSX-
defizientes Millieu in den Ko-Kulturen erzielt wurde. Auf eine si-vermittelte Reduktion von 
CTSX wurde verzichtet, da hiermit in der Regel ~50 % der Expression trotzdem bestehen 
bleiben. Erfreulicherweise werden allerdings die Befunde in vitro durch die Daten der Mäuse 
in vivo gestützt. Hier konnte nach 50 Wochen H. pylori-Infektion ein stärkeres 
Makrophageninfiltrat in den ctsx-/--Mäusen nachgewiesen werden, was auf eine gut 
koordinierte und eindeutige Wirkung von CTSX im Entzündungsprozess hinweisen könnte. 
 
5.5 Differentiell exprimierte Gene der adaptiven Immunabwehr in WT- und ctsx-/- -
Epithelzellen nach H. pylori-Infektion 
 
Neben der proinflammatorischen Immunreaktion induziert H. pylori auch eine adaptive 
Immunantwort. Zwei Gruppen von Zellen stellen die wesentlichen Elemente der adaptiven 
Immunität dar. Die T-Lymphozyten, welche zum einen die zellvermittelte Immunantwort 
gewährleisten und zum anderen die B-Lymphozyten unterstützen, sowie die B-Lymphozyten 
selbst, die für die humorale Immunität verantwortlich sind, also für jene Abwehrmaßnahmen, 
die sich über sezernierte Antikörper gegen Eindringlinge wie H. pylori richten 233. H. pylori 
bewirkt zum einen die Bildung von Antikörpern durch B-Lymphozyten, zum anderen eine 
TH1-polarisierte T-Zell-Antwort 89. Roth et al. (1999) zeigten in einem Modell an T-Zell-
defizienten Mäusen, dass die T-Zell-vermittelte Immunantwort der essentielle Mediator der 
H. pylori-assoziierten pathologischen Veränderungen im Magen ist 234,235. Die T-Zell-
defizienten Mäuse entwickelten im Gegensatz zu C57BL/6WT-Mäusen keine gastrale 
Entzündung und auch keine präkanzerösen Läsionen infolge einer Infektion mit H. felis 235. 
Über die Spaltung von LFA-1 steht CTSX in direktem Zusammenhang mit der Migration von 
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T-Lymphozyten 154. Auf der Suche nach weiteren potentiellen Effektoren der adaptiven 
Immunantwort in WT- und ctsx-/--Epithelzellen konnten mehrere Gene identifiziert werden. 
Fraglich war die Signifikanz der Gene im Vergleich zwischen den WT- und ctsx-/--
Epithelzellen. Von den 113 untersuchten Genen, welche an der T- und B-Zell-Aktivierung, 
Proliferation und Differenzierung, den wichtigsten Schritten der adaptiven Immunität, 
beteiligt sind, wurden 12 Gene identifiziert, die in den ctsx-/--Epithelzellen nach H. pylori-
Infektion heraufreguliert wurden. In den WT-Epithelzellen kam es nur in neun dieser Gene zu 
einer erhöhten Expression, wobei drei Gene (ccnd3, ap3b1 und gadd45g) sogar 
herunterreguliert wurden. Das in der Analyse am stärksten hochregulierte Gen war das spp1 
(3,03-fache Steigerung), gefolgt von cd81 (2,01-fache Steigerung), was auch schon in 
vorangegangenen Studien von Junnila et al. (2009) gezeigt werden konnte 236. Das SPP1 ist 
ein von Immunzellen sezerniertes, saures Phosphoprotein 237, dass vor allem während der 
Gewebe-Erneuerung/-Umbau exprimiert wird und an Stress-Reaktionen, Zelladhäsionen, 
Entzündungen, Wundheilungen und Prävention von Apoptose beteiligt ist 238,239,240. Das 
Protein wirkt positiv auf die Lebenszeit von autoimmunen T-Zellen, indem es die natürliche 
Apoptose der Zellen hemmt 241. Das SPP1 wurde als möglicher neuer prognostischer Marker 
für das maligne Melanom vorgestellt 242,243 und geht in verschiedenen Tumortypen mit einer 
Tumorprogression einher und bestimmt über Apoptoseinhibition, Neovaskularisation, 
Migration und Invasion den metastatischen Phänotyp 244. Es stellt sich nun jedoch die Frage, 
warum das spp1 in den ctsx-/--Epithelzellen stärker exprimiert wurde als in den WT-Zellen? 
Integrin αvβ3 ist als SPP1-Rezeptor beschrieben und gilt als sicherer Interaktionspartner von 
CTSX 151,245,246. Das lässt auf die Hypothese schließen, dass es aufgrund des fehlenden CTSX 
zu einem erhöhten Zusammenspiel zwischen den Integrinen und dem SPP1 kommt. Ein 
Mechanismus für diese Interaktion ist allerdings noch nicht bekannt.  
Neben dem SPP1 konnte ein weiteres Zelloberflächen-Protein, das CD81, identifiziert 
werden. CD81 gehört zu der relativ neuentdeckten Familie der tetra-transmembranhelix-
Moleküle (TM4SF). Auch für das hochregulierte cd81, berichten neuste Studien, dass es die 
Adhäsion, Morphologie, Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von B- und T-Zellen 
beeinflusst 247,248. In der Tumorforschung spielen diese Funktionen und Komplexpartner der 
Tetraspanine eine immer größere Rolle 249. Assoziationen von Tetraspaninen (CD81) mit 
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Integrinen wurden ebenfalls bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben 250,251,252, denn 
CD81 bildet Komplexe mit z.B. α3β1 und α4β1 253,254. Ein Zusammenhang mit Cathepsinen, 
speziell dem CTSX, konnte jedoch bisher nicht definiert werden.  
Zusammenfassend führte der Verlusst von CTSX zu einem deutlichen Anstieg der B-und T-
Zell-Aktivatoren, was darauf hinweist, dass das CTSX die Lymphozyten-Differenzierung 
und/oder die Aktivierung beeinflusst. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den bisherigen 
Studien, die die Interaktion von CTSX mit β2-Integrin-Rezeptoren analysieren. CTSX 
aktiviert bzw. interagiert mit dem Mac-1-Rezeptor, was die Lymphozyten-Proliferation und 
Clusterbildung beeinflusst. Außerdem fördert das CTSX die Immunantwort über die 
Aktivierung von LFA-1 255. Zusammen mit diesen Erkenntnissen unterstützen meine Daten 
die Wirkung von CTSX bei der Steuerung der Immunantwort. Dies, zusammen mit der 
gefundenen Adhäsionsregulationen in monozytären Zellen in vitro, und die Lokalisation der 
CTSX-Integrin-Komplexe an Stellen der Zell-Zell-Interaktion 151,256, könnten weitere 
Ansatzpunkte zur Aufklärung der Funktion von CTSX in der H. pylori-induzierten 
Magenkarzinogense darstellen. 
 
5.6 CTSX beeinflusst die Migration von Makrophagen in Konfrontations-
Zellkulturen 
 
Die Untersuchung zur Interaktion der Magenepithelzellen und der Makrophagen-Zellen 
erfolgte basierend auf den Erkenntnissen, dass die Bindung von H. pylori an Epithelzellen die 
Aktivierung von Signalkaskaden auslöst, die u.a. eine Ausschüttung von 
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen stimulieren 85,257 und somit die 
Einwanderung von Makrophagen in die Magenmukosa bewirken 84. Die Produktion 
proinflammatorischer Zytokine durch die Epithelzellen wird von H. pylori cag-PAI-abhängig 
induziert 74,258, was zur Reorganisation des Zytoskeletts und zur Veränderungen der 
Zellmorphologie führt. In kultivierten Epithelzellen wurde die morphologische Veränderung 
der Zellen durch H. pylori als Elongationsphänotyp bezeichnet 69,259. Frühere Berichte aus der 
Gruppe von Dr. Steffen Backert zeigten, das ein funktionelles Ausschalten von Rac1 durch 
dominant-negative Konstrukte oder bestimmte GTPase-inaktivierende Toxine (z.B. ToxB oder 
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TcdBF) mit einer Blockierung der Zellmigration und des Elongationsphänotyps einhergehen 
260. Proteasen sind klassische Mediatoren einer gesteigerten zellulären Motilität und invasiven 
Verhaltens von Tumorzellen. CTSX konnte in AGS-Magenkarzinomzellen als H. pylori-
induzierter Migrationsfaktor beschrieben werden 146. Die durchgeführten Konfrontations-
Kulturen spiegeln unsere Erkenntnisse aus den Studien wieder und bestätigen ebenso die 
Daten von Sevenich et al. (2010) 157. Das knock-down von CTSX zeigte einen Trend zur 
verminderten epithelialen Beweglichkeit und zur gesteigerten Migration der Makrophagen. 
Eine mögliche Erklärung könnte auch hier die Interaktion von CTSX mit Integrin αvβ3 sein, 
da Integrine für die Adhäsion und Migration von Zellen essentiell sind 151.  
 
5.7 Expression von MIF-1 in den ctsx-/--Epithelzellen  
 
Wong et al. (2009) konnten in ihren Untersuchungen an transgenen Mäusen zeigen, dass MIF 
(macrophage migration inhibitory factor) in der durch H. pylori-ausgelösten Gastritis ein 
entscheidener Vermittler, sowohl in der angeborenen als auch in der TH1-Immunantwort, ist 
261. MIF ist ein proinflammatorisches Zytokin, das vor allem von den Zellen des 
Immunsystems produziert und sezerniert wird 262 und mit einer Vielzahl von entzündlichen 
Krankheiten assoziiert ist 263,264,265,266,267,268,269. Bei Patienten mit Gastritis und entzündlichen 
Darmkrankheiten war die MIF-Konzentration sowohl im Serum als auch lokal im Gewebe 
deutlich erhöht 270. Die Daten der vorliegenden Studie, korrelieren mit der Hypothese, dass 
der Verlust von CTSX die Migration von Makrophagen induziert. In den ctsx-/- -Epithelzellen 
konnte das Protein MIF-1 kaum gefunden werden. Niedrige Expression von MIF wurde 
ebenso in einer HIV-Studie von Kibiki et al. (2007) nachgewiesen 271, welche auch 
gleichzeitig mit einer erhöhten Mortalitätsrate korrelierte. Außerdem erfolgten mehrere 
Untersuchungen, die Hinweise darauf gaben, dass MIF eine entscheidene Rolle in der 
Zellproliferation spielt, denn in diesen Fällen konnte eine Überexpression von MIF in 
Tumorzellen im Vergleich zum Primärgewebe nachgewiesen werden 272. Eine eindeutige 
Einordnung von MIF ist, aufgrund seiner diversen Funktionen, schwierig, weshalb über MIF 
auch eine Vielzahl kontroverser Beschreibungen vorhanden sind 273. Wahrscheinlich muss 
differenziert werden, in welcher Phase MIF nützlich oder auch schädlich wirkt. Die 
   
DISKUSSION  88. 
vorliegende Untersuchung ließ jedoch eher auf eine unspezifische als auf eine spezifische 
Interaktion schließen.  
 
Die in dieser Arbeit beobachteten Effekte reichen letztendlich nicht zur endgültigen Klärung 
der Frage nach der Bedeutung der H. pylori-induzierten CTSX-Expression für die 
Magenkarzinogenese aus. Des Weiteren sind Systeme in vitro nicht in der Lage, die 
Funktionen in vivo von CTSX in der Magenkarzinogense im vollen Umfang zu klären. 
Weitere Experimente sind notwendig, um der genauen Bedeutung von CTSX näher zu 
kommen. Laser-Mikrodissektion (LCM) in Kombination mit der PCR-Array-Technologie 
stellt ein leistungsfähiges Werkzeug zur Analyse morphologischer Veränderungen im 
Magenepithel während der H. pylori-Magen-Krebsentstehung auf der Gen-Ebene dar. 
 
5.8 Charakterisierung der epithelialen Transdifferenzierung in einem transgenen 
Magenkarzinommodell durch Laser-Mikrodissektion kombiniert mit 
Genexpressionsprofilen 
 
Die Epithelial-mesenchymale Transdifferenzierung (EMT) spielt eine wesentliche Rolle bei 
der Tumormetastasierung, aber auch bei physiologischen Prozessen wie der Embryogenese 
und der Wundheilung wird die Fähigkeit von Zellen, ihre Morphologie und transkriptionelle 
Aktivität zu verändern, gefordert 274,275. Als Antwort auf TGFβ-1 verlieren die Zellen ihre 
epitheliale Morphologie und nehmen eine fibroblastoide Gestalt an. Intrazellulär verändert 
sich das Zytosklett und die Zell-Zell-Adhäsion geht verloren 276. Ein pathogener H. pylori 
Stamm war in Zellkulturversuchen in der Lage bestimmte EMT Marker zu induzieren. 
Anschließende Untersuchungen in vivo belegten eine kooperative Beteiligung vom MMP-7, 
HB-EGF und Gastrin an diesem Prozess 277. 
Aber welchen Einfluss hat nun der Verlust der in dieser Arbeit untersuchten Protease CTSX 
auf die epitheliale Transdifferenzierung in der Magenkarzinogenese? Diese Frage stand nun 
im Vordergrund der weiteren Untersuchungen in dieser Dissertation. Eines der größten 
Probleme bei der Untersuchung der EMT stellt die selektive Isolierung von RNA in den 
entsprechenden Zellpopulationen dar, die normalerweise sehr schwierig ist. Da das von mir 
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verwendete H. pylori-Mausmodell alle Stadien von der akuten über die chronische 
Entzündung bis hin zur Metaplasie erfasst, konnten diverse Zellpopulationen zu 
verschiedenen Zeiten und Zuständen problemlos als Gewebeproben gewonnen werden. Um 
hieraus definierte Zellenbereiche der Magenmukosa zu isolieren, ist die Laser-
Mikrodissektion die Methode der Wahl, um dann im Anschluss Expressionsstudien in 
Abhängigkeit vom Vorhandensein von CTSX und der Stimulation von H. pylori 
durchzuführen.  
 
5.9 Laser-unterstützte Mikrodissektion mit nachfolgender Genexpressionsanalyse 
 
Die Laser-Mikrodissektion (LCM) ist eine mikroskopische Technik, die es in nur einem 
Schritt ermöglicht, unter direkter mikroskopischer Visualisierung, aus einem Abschnitt von 
komplexen, heterogenen Geweben ausgewählte Zell-Populationen zu beschaffen 191. In der 
Literatur wurden in den letzten Jahren verschiedene Methoden beschrieben, die eine 
Isolierung und Anreicherung von gezielten relevanten Zellen bzw. Einzelzellen beschreiben, 
wobei jedoch nur die Technik der Mikrodissektion es ermöglicht, aus einem Schnitt mehrere 
Regionen und verschiedene Zellarten zu isolieren 162. Außerdem kommt es nicht zu 
chemischen Veränderungen der DNA, RNA oder Proteinen des Gewebes, da das Gewebe, 
aufgrund der abgeschwächten Laserenergie durch den absorbierenden Transferfilm, nur einen 
geringen Teil der Laserstrahlung abbekommt 190,278,279.  
In dieser Arbeit wurden bestimmte Zellareale der Magenmukosa (vgl. 3.3.21.4) von WT- und 
ctsx-/--Mäusen mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion herausgeschnitten, um diese daraufhin 
getrennt voneinander zu untersuchen bzw. zu analysieren. Die Technik ermöglichte eine 
schnelle und fehlerfreie Probenaufarbeitung für eine anschließende Expressionsanalyse. Die 
Isolation von RNA aus diesen minimalen Probenmengen ist nach wie vor kein 
standardisiertes Verfahren, dennoch können mittlerweile mit einigem Aufwand qualitativ 
hochwertige Ergebnisse bis hin zum Einzelzellniveau geliefert werden. Zweifelsohne 
ermöglichte diese Technik eindrucksvolle Einblicke in komplexe Genexpressionsmuster in 
den WT- und ctsx-/--Magen-Zellbereichen für die spezifische Untersuchung von CTSX. Der 
methodenbedingte Nachteil besteht aber in ihrer Anforderung an frisches oder tiefgefrorenes 
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Untersuchungsmaterial, da ihre Anwendung an Paraffingewebe oftmals nur unzureichende 
Ergebnisse lieferte und nur das kryokonservierte Gewebe die aussagekräftigsten Daten 
erbrachte.  
 
5.10 Wahl der effizientesten Färbemethode 
 
Im Laufe des Versuches stellte sich heraus, dass die Mikrodissektionsprozedur optimiert 
werden musste, um zum einen eine RNA-Degradierung zu vermeiden und zum anderen die 
beste RNA-Ausbeute für die anschließende Expressionsanalyse zu erlangen. Der Erfolg der 
Ergebnisse der LCM ist stark von der Probenaufarbeitung, insbesondere von der 
Gefrierschnittpräparation, aber auch von der Färbe- und der Fixierungsmethode abhängig. 
Generell muss darauf geachtet werden, dass die Bearbeitungszeit so kurz wie möglich 
gehalten wird. Ein hohes Risiko der RNA-Degradierung birgt sich in Färbemethoden, welche 
in wässriger Umgebung durchgeführt werden 280. Die Färbung mit Cresyl-Violet ermöglicht 
eine sehr schnelle und schonende Färbung in einer 100 %igen alkoholischen Cresyl-Violet-
Lösung, damit die Qualität der Probe keinen Schaden nimmt 281. Um einen zusätzlichen 
Schritt zu vermeiden und die Färbezeit so kurz wie möglich zu halten, wurden die 
Färbeschritte verkürzt. Außerdem wurden die Xylen-Schritte laut Vorschrift nach dem 
Waschen in 100 %igem Ethanol ausgelassen, da das Xylen die Gewebe brüchig machen 
würde und eine Adhäsion der Schnitte an die PEN-Membran (Polyethylennaphthalat) der 
Folienobjektträger beeinträchtigen würde. Des Weiteren erfolgte zusätzlich nach den 
Färbeschritten eine Trocknung der Gewebeschnitte von 2 min, was die RNA-Degradierung 
weiterhin minimierte. Entsprechend diesen neuen Vorgängen wurde das Protokoll geändert. 
Neben der Optimierung der Färbemethode wurden ebenso die Parameter des Lasers 
angepasst, damit das Gewebe in einem Durchgang vom Nachbargewebe getrennt werden 
konnte. Bei mehrmaligen Lasern des Gewebematerials wäre der Erhalt an intakter RNA nicht 
mehr zu 100 % gegeben. Viele Arbeitsgruppen haben sich schon mit der Extraktion von RNA 
aus mikrodissezierten Geweben auseinandergesetzt 190,191. Eine Studie von Fend et al. (2000) 
zeigte, dass zwischen dem Einsatz von Gefrierschnitten, Paraffinschnitten, immungefärbten 
Schnitten und zytologischen Zellpräparationen keine Unterschiede zu verzeichnen waren 282. 
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Dieses kann von mir nicht bestätigt werden, denn leider eignete sich das FFPE-Gewebe, trotz 
kurzer Fixierungszeit und Verwendung von gepuffertem Paraplast, nur eingeschränkt bzw. 
kaum für die Mikrodissektion mit darauffolgender Genexpressionsanalyse.  
Bei Verwendung von Gefriermaterial ist es wichtig zu erwähnen, dass der Magen nicht 
komplett in Cryomatrix eingebettet werden darf, sondern das Cryomatrix nur als eine Art 
„Einfriertisch“ genutzt wurde. Damit war gewährleistet, dass die Qualität der RNA keinen 
Schaden nahm. Generell und zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei der Laser-
Mikrodissektion mit anschließender RNA-Gewinnung bzw. Isolierung besonders auf die 
Probenaufarbeitung geachtet werden sollte, denn eine hochreine intakte RNA ist die 
wichtigste Voraussetzung für den Erhalt von verlässlichen Mikroarray-Ergebnissen. 
 
5.11 Einfluss der CTSX-Defizienz auf regulatorische Faktoren der gastralen 
Entzündungsantwort während der H. pylori-Infektion 
 
Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten bereits H. pylori-abhängige Faktoren in 
Magenbiopsien/Gastrektomiepräparaten oder in stimulierten Epithelzellen bzw. Makrophagen 
anhand von Genexpressionen in Mikroarrays 283,284,285. Um eine umfassende Übersicht über 
die Regulation potentieller Kandidatengene zu erhalten, die die Entzündungsreaktion und das 
Zytoskeletts bei Stimulation mit H. pylori beeinflussen könnten, wurde eine Mikoarray-
Analyse durchgeführt. Der durchgeführte cDNA-Array (Maus Cytoskeleton Regulators PCR 
Array) gestattet die simultane Untersuchung von 84 Genen, welche die Biogenese, 
Organisation, Polymerisation und Depolymerisation von scaffolding Proteinen in der Zelle 
kontrolliert. Hierbei wurde die Veränderung des Genexpressionsmusters von H. pylori-
infizierten und nicht-infizierten WT- und ctsx-/--Mägen untersucht und miteinander 
verglichen. Die H. pylori-spezifische Expressionsanalyse erfolgte in drei verschiedenen 
Zellbereichen des Magens, wobei in allen Bereichen die Mehrheit der Gene eine beachtliche 
Dimension und Komplexität der Interaktion vom Keim und den Bereichen der Magenmukosa 
zeigte. In den mikrodissezierten WT-Zellgeweben erfolgte nach 36 Wochen H. pylori-
Infektion ein Anstieg der Mehrzahl der Gene, wohingegen dieser Effekt zeitverzögert, erst 
nach 50 Wochen in den ctsx-/--Geweben auftrat (vgl. 4.12 und Anhang). Diese veränderte 
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Expression betrifft vor allem Gene, die eine Rolle bei der Polarisierung, Poly-
/Depolymerisation von Aktin-Filamenten und der Zellteilung spielen. Unter den in diesem 
Teil der vorliegenden Arbeit ermittelten potentiellen Kandidatengene waren sechs relevante 
Gene (mapt, mylk2, aurkc, cdk5r1, cyfip2, wasp), welche ab der 36-sten Woche nach 
H. pylori-Infektion in den mikrodissezierten Entzündungszellen und im SPEM signifikant 
heraufreguliert wurden. Interessanterweise werden nicht nur drei dieser Gene, sondern auch 
CTSX mit neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Alzheimer in Zusammenhang gebracht 
286,287,288. 
 
MAPT (microtubule-associated protein TAU) ist ein sehr hydrophiles Protein, welches in 
seiner natürlichen Form im zentralen und peripheren Nervensystem vorliegt 286,289. Das 
Protein TAU besitzt die Fähigkeit Tubulinbildung zu induzieren 290 und besitzt im gesunden 
Hirn eine mikrotubulistabilisierende Funktion. In Alzheimer-Hirnen ist TAU 
hyperphosphoryliert 291 und stark glykosyliert 292, womit das TAU-Protein seine Funktion 
verliert. Wird TAU überexprimiert, inhibiert es den gerichteten Organellentransport, welcher 
über Kinesin und Dynein gesteuert wird. Die Phosphorylierung des Proteins kann über eine 
große Vielzahl von Kinasen in vitro erfolgen, z.B. die Ca++/Calmodulin-abhängige 
Proteinkinase II (CaMKII) 293, die Caseinkinase II 294, die cAMP-abhängige Proteinkinase 
(cAMP-PK) 293, die MAP-Kinase (auch als ERK2 bekannt) 295 und die cyklinabhängige 
Kinase 5 (CDK5/p35) 296. Eine Verbindung zwischen der Aktivierung der MAP-Kinasen 
ERK1/2 (extracellular signal-related kinase 1/2) und der Regulation der Expression von 
CTSX durch H. pylori konnte schon in vergangenen Studien nachgewiesen werden 146. Es 
könnte sich also hier auch um eine indirekte Wirkung durch die reine Stimulation bestimmter 
Signaltransduktionswege handeln. Es gibt aber Hinweise auf eine Interaktion anderer 
Cysteinproteasen. Die Hemmung von CTSB und CTSL führte in Hippocampusschnitten zu 
einer Degradation von MAPT durch die Aspartatprotease CTSD 297. Darüber hinaus ist die 
H. pylori-Infektion bereits in drei Studien mit der Alzheimer Krankheit in Verbindung 
gebracht worden 298,299,300. Das CagA kann die PAR1/MAR-Kinase (protease-activated 
receptor/microtubule affinity-regulating kinases) inhibieren, welche daraufhin die MAP-
Kinase (TAU) phosphoryliert und die epitheliale Polarität bzw. Barrierefunktion zerstört und 
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somit eine Veränderung der Morphologie des Epithels verursacht 301,302,303. Warum speziell in 
den CTSX-defizienten Entzündungszellen das mapt hochreguliert wurde und ob es sich 
hierbei um einen spezifischen oder einen sekundären Effekt der H. pylori-Infektion handelt, 
muss weiter untersucht werden.  
 
Die CDK5R1-Kinase (cyclin-dependent kinase 5 activator 1) moduliert die Zellreifung, 
Differenzierung, Migration und Apoptose in verschiedenen Geweben über die Interaktion von 
p35 mit CDK5 288,304,305. Des Weiteren wurde eine Aktivierung von pro-apoptotischen Genen 
und anschließender Mitochondrien-vermittelter Apoptose durch eine Interaktion zwischen 
dem CDK5 und dem p53 Protein (Tumor-Suppressor-Protein) gefunden 306,307. Ein 
Zusammenspiel zwischen Cathepsinen und CDK5R1 oder CDK5 ist bisher nicht beschrieben. 
Unsere Daten belegen trotz genereller Hochregulation auch keine drastischen Unterschiede 
zwischen den WT- und ctsx-/--Zellbereichen, so dass wahrscheinlich dieses Protein für CTSX 
und dessen Funktion keine entscheidende Rolle spielen wird.  
 
Gleiches gilt für das CYFIP2 Protein (cytplasmic fragile X mental retardation interacting 
protein2), auch hier sind die Expressionssteigerungen zwischen den WT- und ctsx-/--
Zellbereichen kaum auffällig. Ebenso ist die Funktion der CYFIP-Proteine noch weitgehend 
unbekannt. Es wird jedoch spekuliert, dass das CYFIP bei der Regulierung der translationalen 
Maschinerie an die synaptischen Terminals ebenfalls wieder im zentralen Nervensystem, 
beteiligt ist 287. Bekannt ist jedoch, dass das CYFIP2 mit dem Rac1 interagiert, um daraufhin 
die WAVE ausgelöste Erhöhung der T-Zell-Adhäsion zu erleichtern. Außerdem konnte die in 
der Clusteranalyse gefundene funktionelle Beziehung zwischen der Protein-Phosphatase-
Familie und dem CYFIP-Protein durch Castets et al. (2005) bestätigt werden 308. Das PP2A 
ist eine phospho-serine/threonine phosphatase und in vielen Prozessen wie der Regulation des 
Zellzyklusses und der Zytoskelett-Reorganisation beteiligt 309. Darüber hinaus wurde gezeigt, 
dass das PP2A mit Cofilin, einer nachgeschalteten Komponente der Rac1-Kaskade, 
interagiert, es dephosphoryliert und eine Aktin-Depolimerisation verursacht 310,311,312,313,314. 
Der kanzerogene Inhibitor von PP2A (CIP2A) gilt als neu identifiziertes Onkoprotein im 
Magenkarzinom. Er wird durch eine H. pylori-Infektion CagA-abhängig induziert und ist an 
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der Regulation von Proliferation/Seneszenz in Magenzellen beteiligt 315. Beide Prozesse sind 
auch für CTSX als Wirkorte beschrieben, so dass ein Zusammenhang zwischen dem 
geclusterten PP2A und der CTSX-Defizienz derzeit noch nicht ausgeschlossen wird 316.  
 
Die Aurora-Kinase C (AURKC) gehört zu der Familie von Serin/Threonin-Kinasen, besitzt 
grundlegende Aufgaben während der Mitose und der Zellzyklus-Regulation und ist außerdem 
unerlässlich für die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität 317. In mehreren Krebsarten 
wurden die Veränderungen in der Proteinexpression mit der Aggressivität und Progression der 
jeweiligen Krankheit in Verbindung gebracht 318. Des Weiteren zeigten diverse Studien eine 
direkte Interaktion von Aurora-Kinase A mit den wichtigen Tumor-Suppressor-Genen, wie 
z.B. dem p53 Protein 319,320. Aurora-Kinase B ist im Zusammenhang mit H. pylori-abhängigen 
Zellzyklusprozessen genannt worden, hat aber offensichtlich hier keine direkte Bedeutung 321. 
Die Ähnlichkeit des Expressionsprofils von AURKC und CAP-GLY (domain containing 
linker protein 1) konnte in der Literatur keine Bestätigung finden, so dass zu kontrollieren ist, 
ob die massive Induktion von AURKC in der SPEM von WT-Tieren sich im Vergleich zu 
 ctsx-/--Mäusen bestätigen wird.  
 
Sowohl im skelettalen als auch im glatten Muskel (Magen-Darm-Kanal) ist eine Erhöhung 
oder Erniedrigung der cytosolischen Ca++-Konzentration für die Initiierung einer Kontraktion 
bzw. Relaxation das auslösende Signal. Durch die erhöhte Ca++-Konzentration wird 
beispielsweise die Ca++/Calmodulin-abhängige myosin light chain kinase (MYLK) aktiviert, 
die durch Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins (MLC) eine Reorganisation des 
Zytoskeletts einleitet 322,323. Ridley und Hall (1992) zeigten erstmalig die Beteiligung an der 
Reorganisation des Actin-Zytoskeletts durch aktiviertes RhoA. Dieses bindet an ROCK und 
bewirkt dadurch die Aktivierung der Kinase, woraufhin die Phosphorylierung des MLC und 
MYLK eine Veränderung von Zellformen und Motilität verursacht 324. Eine 
Hypermethylierung von MYLK wurde zudem erst kürzlich zusammen mit FAM5C als 
potentieller Biomarker zur Diagnose von Magenkarzinomen im Serum beschrieben 325. 
Interessanterweise konnte die Heraufregulation von MYLK nach H. pylori-Infektion auch in 
der Literatur gezeigt werden. Der Funktionsverlust von Occludin, Claudin-4 und Claudin-5 
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nach H. pylori-Infektion von konfluenten transformierten Epithelzellen ging einher mit einer 
Erhöhung der epithelialen Durchlässigkeit und wurde eindeutig als MYLK-abhängig definiert 
326,327. Inwieweit die sehr hohe Expression von MYLK in den SPEM-Proben und vor allem 
den Entzündungsarealen in diese Datenlage passt, wird derzeit mittels immunhistochemischer 
Analysen an größeren Gewebecohorten geprüft.  
 
H. pylori-cagA-positive Stämme induzieren eine verstärkte Expression von Rho-GTPasen wie 
Rac1 und CDC42 80,328, welches an die GTPase-Bindungsdomäne (GBD) von WASP bzw. N-
WASP bindet, wodurch (aufgrund einer Konformationsänderung der Proteine) eine vermittelte 
Arp2/3-Aktivierung ausgelöst wird 329,330,331. Der Arp2/3-Komplex ist in Bereichen des 
raschen Aktinfilament-Wachstums, wie den Lamellipodien, zu finden 332,333,334. Anhand der in 
dieser Arbeit durchgeführten Clusteranalyse, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass das 
hochregulierte WAS-Protein in seinem Expressionsprofil dem Expressionscluster des CDC42-
Proteins sehr ähnlich war und damit wird die funktionelle Beziehung bestätigt. Des Weiteren 
sind die Proteine der WASP-Familie auch an der Bildung von Podosomen beteiligt, welche 
aufgrund der Induktion der schnellen Aktin-Polymerisation den Abbau der extrazellulären 
Matrix beeinflussen 335,336,337. Neuste Studien fanden einen neuen Bindungspartner von N-
WASP, welcher ebenfalls durch H. pylori aktiviert wird und an der Podosomen-Bildung 
beteiligt ist 338. Das Cortactin spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorinvasion, wobei es über 
zwei unabhängige Wege, durch Stimulation von ERK und Inaktivierung von Src, beeinflusst 
wird 70,339,340. Da CTSX über seine Integrin-bindungsabhängige Adhäsion mit hoher 
Wahrscheinlichkeit auch an der Lamellopodien- und Podosomen-Bildung beteiligt ist, scheint 
ein Zusammenspiel dieser beiden Enzyme wahrscheinlich. WASP wurde seltsamerweise im 
Oberflächenepithel von WT- und ctsx-/--Mäusen in gleicher Weise hochreguliert, wohingegen 
im Entzündungsinfiltrat der ctsx-/--Mäuse nahezu keine Induktion stattfand, während in den 
WT-Mäusen der dritthöchste RQ-Wert der Studie ermittelt wurde. Da CTSX anhand der 
Befunde in vivo eindeutig eine Funktion in der Makrophagen- und 
Lymphozyteneinwanderung zugesprochen wird, ist der Verlust an WASP in den CTSX-
defizienten Entzündungszellen bemerkenswert und wird derzeit intensiv untersucht.  
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Bei detaillierter Betrachtung der Expressionssteigerungen, unterstützt die in dieser Arbeit 
durchgeführte Array-Analyse die bisherigen Literatur-Daten über den Einfluss von H. pylori 
auf eine große Vielzahl von Signaltransduktionswegen 73,341,342. Die Ähnlichkeit des 
Oberflächenepithels (+H. pylori) mit den nicht-infizierten Kontroll-Zellbereichen in Bezug 
auf das Genprofil, bestätigt nur die morphologischen Vorgänge im Verlauf der Karzinogenese 
der Mäusemägen, da die entscheidenden epithelialen Veränderungen hier in der Tiefe und 
nicht an der Oberfläche erfolgen. Folgerichtig fanden sich sechs unterschiedliche Gene mit 
einem auffälligen Expressionsmuster, vor allem in den mikrodissezierten Entzündungszellen 
und SPEM-Bereichen nach H. pylori-Infektion. Erstaunlicherweise stehen diese relevanten 
Kandidatengene (Tab. 6), nicht in direktem Zusammenhang bzw. in direkter funktionaler 
Beziehung zueinander. Warum die Zusammensetzung der Cluster in den WT und transgenen 
Mäusen zum Teil sehr unterschiedlich ist, bleibt nach wie vor fraglich, zeigt aber andererseits 
einen eindeutigen Bezug von CTSX zu zytoskelletalen Vorgängen. Darauf weist auch das 
verzögerte Einsetzen der Hochregulation vieler Gene in den ctsx-/--Geweben hin. Bislang 
wurden noch keinerlei arraybasierte Expressionsstudien an ctsx-/--Mausgeweben durchgeführt. 
Somit geben die hier gezeigten Daten erste Ansätze für umfangreiche Folgestudien zu 
Struktur-/Funktionsbeziehungen von CTSX und den identifizierten B- und T-Zell- sowie 
Zytoskellet-Markern. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 
H. pylori wurde im Jahr 1994 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zum Klasse-I-
Karzinogen erklärt. Das Bakterium ist ein extrazelluläres Pathogen, welches die humane 
Magenschleimhaut besiedelt und eine lokale Immunantwort induziert. Die Infektion mit dem 
H. pylori führt zur Entstehung von chronischer Gastritis, Magen- und 
Zwölffingerdarmgeschwüren oder der Ausbildung maligner Tumore des Magens. Die 
Cathepsine B, L, K, W und ebenfalls das untersuchte Cathepsin X, werden unterschiedlich 
stark in der entzündeten und neoplastischen Magenschleimhaut exprimiert. Eine zunehmende 
Zahl von Daten aus der Fachliteratur weist immer deutlicher darauf hin, dass zwar das CTSB 
die dominante Cysteinprotease ist, jedoch ausschließlich für das CTSX konnte eine 
signifikante Induktion in Magenbiopsien bei H. pylori-infizierten Patienten nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz zu vielen anderen Cysteinproteasen ist die Funktion, Regulation, die 
H. pylori-spezifische Induktion von CTSX und deren Bedeutung in der Magenkarzinogenese 
in vivo und in vitro unverstanden und wurde daher im Rahmen dieser Arbeit unter 
Verwendung eines transgenen Mausmodells evaluiert. Es wurden zusätzlich zu den etablierten 
Zellkulturmodellen primäre Zellkulturen direkt aus der Maus (primäre Epithelzellen aus WT- 
und C57BL/6ctsx-/-) etabliert, um der Situation in vivo zu entsprechen. Mit diesem Zellsystem 
konnten in vivo-nah spezifische Funktionen des induzierten CTSX im Rahmen der H. pylori-
induzierten Magenkarzinogenese identifiziert und bereits beobachtete Effekte in vivo bestätigt 
werden. Des Weiteren konnte in den ctsx-/--Epithelzellen nach H. pylori-Infektion eine 
Tendenz zur stärkeren Induktion der proinflammatorischen Zytokine gezeigt werden. 
Außerdem konnte in Konfrontations-Zellkulturen der Einfluss von CTSX auf die 
Makrophagen-Migration über den Faktor MIF-1 nachgewiesen werden. Über eine cDNA-
Mikroarray-Analyse wurde CTSX ebenfalls mit Faktoren der T-Zell- und B-Zell-Proliferation 
in Verbindung gebracht, so dass eine gut koordinierte und eindeutige Wirkung von CTSX in 
den entzündlichen Prozessen gegeben ist. 
Die Forschung zielt mittlerweile auf eine möglichst komplette Inventur der Proteine sowie die 
Beschreibung des Netzwerkes an Protein-Wechselwirkungen in einer Zelle oder einem 
Organismus ab, welche charakteristisch sind für den spezifischen zellulären Zustand und die 
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Funktion der Proteine. Die Laser-Mikrodissektion (LCM) in Kombination mit der PCR-
Array-Technologie stellt hierfür ein ideales Werkzeug dar. Über drei verschiedene Zeitpunkte 
(24, 36, 50 Wochen nach H. pylori-Stimulation) in vier verschiedenen Magenzellpopulationen 
wurden sechs Zytoskellett-assoziierte Gene identifiziert, die differentielle Expressionsmuster 
in ctsx-/-- versus WT-Zellpopulationen aufzeigten. WASP, MYLK sowie PP2A wurden als 
Interaktionsmoleküle von CTSX postuliert und stellen die Basis für zukünftige Struktur-
/Funktionsanalysen zur Klärung der funktionellen Bedeutung des CTSX im Rahmen der 
Magenkarzinogese dar.  
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SUMMARY 
 
In 1994 H. pylori was declared class I carcinogen by the WHO. The bacterium is an 
extracellular pathogen which colonizes the human stomach in the area of the antrum and 
corpus region and induces a local immune reaction in the stomach lining. The infection with 
H. pylori leads to the generation of chronic gastritis, stomach and duodenal ulcers or the 
formation of malignant tumors of the stomach. The cathepsin B, L, K, W and CTSX, which 
was analysed here, are differently expressed in the inflamed and neoplastic stomach. An 
increasing number of data from the literature show a significant induction exclusively for the 
CTSX in stomach biopsies from H. pylori infected patients, although CTSB is the dominant 
cysteine protease. Unlike many other cysteine proteases the function, regulation, the H. 
pylori-specific induction of the CTSX and its meaning are largely not understood in stomach 
carcinogenesis in vivo and in vitro and therefore we used ctsx-deficient mice in a H. pylori 
gastritis mouse model. In addition to the established cell culture model we isolated mouse 
primary epithelial cells directly from WT and C57BL/6 ctsx-/- -mice, to mimic the in vivo 
situation. With this cell system we could identify in vivo-near the specific functions of the 
induced CTSX in the context of H. pylori-induced stomach carcinogenesis and thus we could 
confirm former results in vivo. In addition, ctsx-/- -epithelial cells show a tendency for higher 
proinflammatory cytokine induction after H. pylori infection. Furthermore the influence of 
CTSX on macrophage migration could be proved with the factor MIF-1 in confrontation cell 
cultures. By using cDNA microarray assays we also found a connection between CTSX and 
the factors of T- and B-cell proliferation, so that there is a well coordinated and clear effect of 
CTSX in the inflammatory processes.  
Meanwhile, the research is aimed at a complete description of the protein as well as an 
analysis of protein interaction in cells or organisms, which are characteristic for the specific 
cellular condition and the function of the proteins. The laser-microdissection (LCM) in 
combination with the PCR array technology represents an ideal model for this investigation. 
Using four different stomach cell populations and 3 different time points (24, 36, 50 weeks 
after H. pylori–stimulation), we identified 6 cytoskeleton-ssociated genes, that show diffential 
expression patterns in ctsx-/- - versus WT cell populations. WASP, MYLK as well as PP2A 
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were postulated as interaction molecules of CTSX and represent the baseline for future 
structure-/ functional analyses for the clarification of the functional meaning of CTSX in the 
context of the gastric carcinogenesis. 
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Tab. 7: Zusammenfassende Darstellung der relativen Quantifizierung (RQ) aller 84 Gene in WT-Mäusen 
Assay RQ für WT 
 24Wo WT 24WO WT   36WO WT 36WO WT   50WO WT 50WO WT 
 Parietalzellen Oberfläche   Oberfläche Entzündung   Entzündung SPEM 
Actb 2,1904 0,6067 Actb 2,1649 0,6482 Actb 0,1968 0,134 
Actr2 2,1702 1,0304 Actr2 1,3921 1,2752 Actr2 1,1418 4,4524 
Actr3 1,4586 1,1157 Actr3 0,6261 0,7212 Actr3 0,3986 1,9379 
Arap1  45,9212 1,5459 Arap1 7,9536 19,5379 Arap1 1,3586 0,1803 
Arfip2 2,6067 0,835 Arfip2 5,2877 1,1593 Arfip2 0,4556 0,0306 
Arhgap6 0,3926 0,0028 Arhgap6 0,8414 0,3724 Arhgap6 3,5393 0,008 
Arhgdib 0,5189 0,0015 Arhgdib 1468,23 163,02 Arhgdib 1,3926 0,0039 
Arhgef11 1,5351 1,7534 Arhgef11 9,863 2,2881 Arhgef11 0,0009 0,0051 
Arpc1b 3,1303 3,5108 Arpc1b 0,7122 0,6446 Arpc1b 0,611 0,5416 
Arpc2 1,4127 1,5424 Arpc2 0,6933 0,7337 Arpc2 0,9963 3,1392 
Arpc3 1,988 2,1296 Arpc3 0,5711 0,7444 Arpc3 1,1976 2,423 
Arpc4 0,6143 0,2866 Arpc4 3,8259 1,1858 Arpc4 0,0523 12819,8 
Arpc5 2,037 0,5752 Arpc5 5,6675 2,5151 Arpc5 0,521 28478,2 
Aurka 0,2497 1,0319 Aurka 0,1056 0,706 Aurka 0,0023 0,0051 
Aurkb 12,8081 1,5459 Aurkb 0,1346 0,6913 Aurkb 0,0025 0,0144 
Aurkc 0,0603 1,5459 Aurkc 0,0371 0,6962 Aurkc 14,531 81,9246 
ANHANG  133. 
 24Wo WT 24WO WT   36WO WT 36WO WT   50WO WT 50WO WT 
 Parietalzellen Oberfläche   Oberfläche Entzündung   Entzündung SPEM 
Baiap2 1,9625 0,0071 Baiap2 1,1656 0,7407 Baiap2 0,6585 2026 
Cald1 0,5475 0,2542 Cald1 135,55 5,1693 Cald1 0,2204 0,1143 
Calm1 0,5198 0,0007 Calm1 3,2313 0,8118 Calm1 0,0691 0,119 
Cask 561,394 284,394 Cask 4,6672 1,8651 Cask 0,0009 0,2387 
Ccna1 0,5251 1,3741 Ccna1 4,2511 7,786 Ccna1 145,7 133,99 
Ccnb2 6,7034 0,3776 Ccnb2 0,3732 1,2681 Ccnb2 0,3739 0,0596 
Cdc42 1,5905 0,2926 Cdc42 3,5354 0,9509 Cdc42 0,5711 0,148 
Cdc42bpa 810,865 2,3583 Cdc42bpa 0,5926 0,3951 Cdc42bpa 0,001 2,5466 
Cdc42ep2 1,8792 1,6269 Cdc42ep2 4,5132 0,8844 Cdc42ep2 0,1076 0,152 
Cdc42ep3 290,935 1,5459 Cdc42ep3 685,945 137,74 Cdc42ep3 0,0152 0,037 
Cdk5 0,5229 0,0033 Cdk5 144,3 110,908 Cdk5 0,0073 0,0411 
Cdk5r1 0,8359 6,6441 Cdk5r1  35,9185 14,5547 Cdk5r1 4,5501  35,3093 
Cfl1 1,7042 1,9199 Cfl1 0,5184 0,591 Cfl1 0,9063 2,978 
Cit 0,001 0,0269 Cit 0,0001 1,0625 Cit 0,0043 0,5789 
Clasp1 1,1047 3,2905 Clasp1 1,0768 0,5316 Clasp1 1,7498 8,2372 
Clasp2 1,3041 1,1361 Clasp2 1,0069 0,5536 Clasp2 0,8521 2,8127 
Clip1 0,1262 0,9716 Clip1 1,8474 0,2172 Clip1 4,3994 12,3982 
Clip2 12,559 28,1678 Clip2 0,2356 0,7907 Clip2 1,4177 3,7051 
Crk 0,637 0,7486 Crk 0,4369 0,4757 Crk 0,9151 10,0881 
Cttn 1,5664 1,1638 Cttn 0,3509 0,6265 Cttn 1,622 4,8614 
   
ANHANG  134. 
 24Wo WT 24WO WT   36WO WT 36WO WT   50WO WT 50WO WT 
 Parietalzellen Oberfläche   Oberfläche Entzündung   Entzündung SPEM 
Cyfip1 2,582 1,5711 Cyfip1 3,319 2,5789 Cyfip1 0,1442 0,1557 
Cyfip2 28,6023 0,2666 Cyfip2 53,962 63,465 Cyfip2 0,2754 1,3917 
Diap1 2,6872 0,0424 Diap1 4,5271 0,4913 Diap1 0,6068 0,1715 
Dstn 2,3775 0,2948 Dstn 11,7593 1,5492 Dstn 0,1589 0,0194 
Ezr 0,6242 1,0125 Ezr 0,554 0,4223 Ezr 0,1093 5,2217 
Fnbp1l 4,3972 0,8216 Fnbp1l 1,5586 0,5061 Fnbp1l 1,0045 0,4617 
Fscn2 6,7642 1,5459 Fscn2 0,0001 0,0088 Fscn2 25,4801 2668,4 
Gapdh 1,7217 0,3603 Gapdh 2,2403 1,0191 Gapdh 0,3272 0,213 
Gsn 0,7691 0,3252 Gsn 1,9253 0,4604 Gsn 0,5584 1,8269 
Gusb 1,2394 0,0069 Gusb 1,3247 0,7738 Gusb 0,7799 0,1968 
Hprt1 24245,1 17697,4 Hprt1 0,392 0,4859 Hprt1 2,4578 7,949 
Hso90ab1SC 1 1 Hso90ab1SC 1 1 Hso90ab1SC 1 1 
Iqgap1 1,4517 0,8399 Iqgap1 1,4095 0,6977 Iqgap1 0,9005 0,2092 
Iqgap2 2,415 0,4617 Iqgap2 0,5455 0,7324 Iqgap2 1,3205 6,5324 
Limk1 188,481 1,5459 Limk1 2,0316 0,3604 Limk1 0,3043 0,2231 
Limk2 1,1919 0,5435 Limk2 0,6643 0,642 Limk2 2,3263 4,4094 
Llgl1 539,343 4,2408 Llgl1 601,34 398,097 Llgl1 1,2785 0,0106 
Macf1 0,8579 0,0002 Macf1 1,7894 0,6095 Macf1 0,2351 0,4492 
Map3k11 620,903 4,0598 Map3k11 1,5148 0,7631 Map3k11 0,1656 0,0013 
Mapk13 1,9818 0,1001 Mapk13 1,4892 1,2143 Mapk13 1,0493 0,0399 
   
ANHANG  135. 
 24Wo WT 24WO WT   36WO WT 36WO WT   50WO WT 50WO WT 
 Parietalzellen Oberfläche   Oberfläche Entzündung   Entzündung SPEM 
Mapre1 0,0042 0,0035 Mapre1 140,697 82,6134 Mapre1 0,0026 0,0148 
Mapre2 1,1495 0,2449 Mapre2 2,1059 0,8221 Mapre2 0,0047 0,2748 
Mapt 28,1314 3,4267 Mapt 18,4673 14,2324 Mapt 4,4435 25,052 
Mark2 1,1903 1,1209 Mark2 0,7357 0,7841 Mark2 0,3475 2,2601 
MGDC 0,0603 1,5459 MGDC 0,149 0,0238 MGDC 25,4801 143,655 
Mid1 0,9047 0,9395 Mid1 1,0473 0,5433 Mid1 0,0193 0,1085 
Msn 2186,36 0,958 Msn 5,5839 0,9595 Msn 0,0061 0,0016 
Mtap4 2403,33 468,25 Mtap4 2,2537 0,6277 Mtap4 2,2321 0,0021 
Mylk 0,5021 0,3094 Mylk 12,8987 0,6393 Mylk 1,6546 1,6681 
Mylk2 0,0603  52,8062 Mylk2 1,7779 27,6935 Mylk2 205,81 143,655 
Nck1 3,3477 0,0012 Nck1 1,952 0,9297 Nck1 1,0178 0,2217 
Nck2 1,9333 1,3846 Nck2 2,2353 0,994 Nck2 0,8293 0,1716 
Pak1 7,0614 1,9597 Pak1 0,9297 0,3083 Pak1 0,0323 0,2213 
Pak4 2,5447 2,119 Pak4 5,2963 1,4045 Pak4 0,2783 0,2036 
Pfn2 13,4113 19,7025 Pfn2 2,6996 0,4411 Pfn2 1,458 1,4835 
Phldb2 2,9844 0,0113 Phldb2 28,7639 4,5642 Phldb2 0,7685 0,0113 
Pikfyve 9,4169 0,0234 Pikfyve 10,8919 1,8043 Pikfyve 0,002 0,0111 
PPC 0,0616 1,5268 PPC 0,8914 0,1951 PPC 29,7811 121,92 
Ppp1r12a 1,0361 0,496 Ppp1r12a 8,1517 0,9062 Ppp1r12a 1,5941 0,2087 
Ppp1r12b 0,4312 0,0012 Ppp1r12b 29,5388 1,4574 Ppp1r12b 0,0343 5,3218 
   
ANHANG  136. 
 24Wo WT 24WO WT   36WO WT 36WO WT   50WO WT 50WO WT 
 Parietalzellen Oberfläche   Oberfläche Entzündung   Entzündung SPEM 
Ppp3ca 1,2136 0,476 Ppp3ca 111,331 7,3943 Ppp3ca 0,7116 0,0006 
Ppp3cb 3,5978 0,0059 Ppp3cb 2,1627 0,6588 Ppp3cb 2,1464 0,1111 
Rac1 1,6999 1,257 Rac1 0,8593 0,9182 Rac1 1,0406 4,7669 
Racgap1 338,43 1590,6 Racgap1 0,0781 0,7011 Racgap1 0,0005 0,6687 
Rdx 132,15 1,5459 Rdx 4142,08 129,4 Rdx 1,0194 0,0087 
Rhoa 1,8808 0,3973 Rhoa 2,067 0,6318 Rhoa 0,6689 0,1453 
Rock1 1,086 0,4242 Rock1 0,9178 0,6233 Rock1 1,8599 1,926 
RTC 0,1413 3,1627 RTC 0,9537 0,2634 RTC 20,0051 28,6704 
Ssh1 1117,17 1,5459 Ssh1 4,501 0,7018 Ssh1 2,0938 3,0261 
Ssh2 9,3789 0,0591 Ssh2 0,875 0,3126 Ssh2 0,0011 0,0375 
Stmn1 1,0418 2,9073 Stmn1 0,2842 0,7604 Stmn1 1,5018 0,3062 
Tiam1 0,2305 10,2506 Tiam1 1,5086 3,6987 Tiam1 5,1965 0,0223 
Vasp 4,7179 2,268 Vasp 0,2984 0,6529 Vasp 1,1569 1,8641 
Was  47,7862 1,5459 Was  245,437 369,641 Was 0,044 0,0248 
Wasf1 0,0603 1,5459 Wasf1 3627,65 240,829 Wasf1 0,0085 0,048 
Wasl 2,2649 0,3405 Wasl 3,8766 1,5207 Wasl 0,9988 0,8433 
 
   
ANHANG  137. 
 
Tab. 8: Zusammenfassende Darstellung der relativen Quantifizierung (RQ) aller 84 Gene in ctsx-/--Mäusen 
Assay RQ für ctsx-/- 
 24Wo ctsx-/- 36WO ctsx-/- 36WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 
 Parietalzellen Oberfläche Entzündung Entzündung SPEM 
Actb 0,0749 1498269,7 7255024,2 1,0699 2,8544 
Actr2 0 1,0142 3,5047 0,7998 1,2183 
Actr3 0,6894 0,8882 3,8156 0,5591 0,6264 
Arap1 5,9907 3004,84 84,6003 2,3787 0,018 
Arfip2 0,0143 1,0744 0,0632 3,4017 0,0233 
Arhgap6 0,5496 0,3875 1,1634 3,245 69,8357 
Arhgdib 0,0347 50406,9 4681,7 4,228 1,3766 
Arhgef11 0,0005 0,9782 6,5577 1,4586 0,5376 
Arpc1b 0,2798 1,2748 2,7116 1,0739 0,2318 
Arpc2 0,489 0,6782 2,0486 1,5619 1,2117 
Arpc3 0,3666 1,2002 3,4148 1,6924 1,0903 
Arpc4 0,0637 0,3704 1,4237 1,0051 0,3325 
Arpc5 0,0637 0,7249 1,0789 0,9771 0,2622 
Aurka 0,1502 0,0002 1,5072 0,5335 0,0176 
Aurkb 5,9907 0,1577 0,0928 0,0035 0,0018 
Aurkc 0,0404 2,7919 9,7473 2,0519 0,0597 
Baiap2 0,935 0,9883 6,2385 0,9328 0,0023 
   
ANHANG  138. 
 24Wo ctsx-/- 36WO ctsx-/- 36WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 
 Parietalzellen Oberfläche Entzündung Entzündung SPEM 
Cald1 0,0592 0,6396 0,2318 0,9798 70,8384 
Calm1 0,0861 9055,43 36937,6 0,3826 0,3676 
Cask 0,0659 0,7914 0,9523 0,2803 0,4289 
Ccna1 841,136 1,8426 1,1225 0,5263 0,1148 
Ccnb2 8,51082 0,4768 0,0017 0,2295 0,002 
Cdc42 0,1144 1,4536 1,3361 0,5309 0,0001 
Cdc42bpa 0,6509 0,5665 3,1947 1,2002 0,2111 
Cdc42ep2 0,1273 0,6265 6,2304 1,185 1,7463 
Cdc42ep3 0,0056 0,8342 8,1089 0,5721 22,1831 
Cdk5 0,0012 2,1552 3,104 0,0047 0,4848 
Cdk5r1 0,7292 3,175 12,5613 6,397 12,7967 
Cfl1 1,4208 1,2502 4,363 1,1565 2,3152 
Cit 1,7692 0 0 0,294 0,002 
Clasp1 0,4949 2,2315 5,1657 0,8474 0,8663 
Clasp2 0,0804 1,1745 0,5022 1,6149 10,1661 
Clip1 0,1165 2,8066 8,887 1,1573 6,2332 
Clip2 0,1706 1,1256 4,0218 0,8983 0,2207 
Crk 0,8685 0,7896 4,5479 1,4771 1,3122 
Cttn 1,3197 1,3033 7,0826 0,9801 0,2895 
Cyfip1 0,0778 0,4606 1,2557 1,0671 0,599 
   
ANHANG  139. 
 24Wo ctsx-/- 36WO ctsx-/- 36WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 
 Parietalzellen Oberfläche Entzündung Entzündung SPEM 
Cyfip2 0,01 17,2239 13,2797 0,01 0,0165 
Diap1 0,0818 0,488 0,7851 0,3222 0,001 
Dstn 0,0084 0,4349 1,3157 0,6388 2,7402 
Ezr 0,3846 1,1716 6,5998 0,8837 0,0014 
Fnbp1l 0,1483 62739 80716,5 1,0811 0,0003 
Fscn2 0,0549 0,0071 0,0025 0,0725 13,1904 
Gapdh 0,087 0,6069 1,8067 1,3884 1,2909 
Gsn 0,2432 0,9073 4,1857 0,7797 1,6831 
Gusb 0,3379 0,2259 0,1218 0,7251 1,9703 
Hprt1 3,757 1,651 3,4427 0,1548 0,6864 
Hso90ab1SC 1 1 1 1 1 
Iqgap1 0,2586 1,1216 2,6127 0,7609 0,3287 
Iqgap2 0,7079 0,8083 2,8769 1,0305 0,1126 
Limk1 103,601 0,9217 0,0037 1,4709 0,0091 
Limk2 0,5562 1,8632 3,2891 0,8613 0,0002 
Llgl1 0,0055 0,7276 1,8933 1,1414 0,1486 
Macf1 0,0004 0,7442 3,362 170,05 5,1519 
Map3k11 0,0944 0,4164 1,9196 0,6909 0,0021 
Mapk13 0,014 4,1277 6,7002 0,6876 0,0018 
Mapre1 0,0122 0 0 0,2983 0,5363 
   
ANHANG  140. 
 24Wo ctsx-/- 36WO ctsx-/- 36WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 
 Parietalzellen Oberfläche Entzündung Entzündung SPEM 
Mapre2 0,1724 1,8193 11,7151 0,5301 0,9869 
Mapt 0,0316 117,993 435,357 5,6132 4,9183 
Mark2 0,0697 0,8349 6,3225 1,4953 1,2986 
MGDC 23,1039 2,7919 6,4814 912,924 168,813 
Mid1 0,1552 0,0017 0,1226 0,3077 0,0462 
Msn 0,0004 2,0768 1,1103 2,0513 19,4067 
Mtap4 0,1124 0,9012 4,2822 1,6182 3,5683 
Mylk 0,0561 1,2879 0,5647 1,5546 464,161 
Mylk2 40,2607 14,4838 6,4814 401,646 49,5346 
Nck1 0,0718 1,849 4,448 0 3,0045 
Nck2 0,4622 0,6632 1,6384 0,0104 0,801 
Pak1 0,4593 1,8037 3,4311 0,4974 0,0253 
Pak4 0,0451 0,5159 0,8207 0,8407 0,2069 
Pfn2 0,2549 41505,8 21812 1,3284 25,2848 
Phldb2 0,0737 1,7161 16,4143 1,1589 4,4453 
Pikfyve 0,0023 0,3864 0,4491 0,783 0,0022 
PPC 0,7995 3,0802 7,9534 5,7849 15,7772 
Ppp1r12a 0,0237 0,4563 1,8968 0,7667 8,6101 
Ppp1r12b 0,278 1,1953 3,4056 0,7327 156,931 
Ppp3ca 0,0103 1,6125 0,3053 2,1125 0,264 
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 24Wo ctsx-/- 36WO ctsx-/- 36WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 50WO ctsx-/- 
 Parietalzellen Oberfläche Entzündung Entzündung SPEM 
Ppp3cb 0,2441 0,9431 1,1225 1,3837 4,2467 
Rac1 0,2366 1,592 1,5836 1,4534 2,1745 
Racgap1 0,0014 0,2894 0,2926 0,0001 0,0136 
Rdx 0,0231 0,5866 0,5557 0,2 19,8509 
Rhoa 0,1434 0,717 1,4197 0,7106 0,534 
Rock1 1,3952 2,0446 2,7427 1,1386 0,831 
RTC 1,1712 2,7911 5,2511 7,4298 161,257 
Ssh1 0,0012 0,0015 0,0033 2,512 2,152 
Ssh2 0,007 5,1813 10,8771 3,3683 0,0036 
Stmn1 1,2315 0,8918 0,1379 1,0171 1,4923 
Tiam1 0,5138 1,089 0,3527 0,9088 0,0051 
Vasp 0,7876 0,5045 3,4491 1,0169 0,8233 
Was 0,11 204,42 2,2214 30,06 0,0454 
Wasf1 5,9907 2451,74 5441,1 1,86 180,491 
Wasl 0,1128 1,4345 2,2253 0,596 0,3265 
   
DANKSAGUNG  142. 
DANKSAGUNG 
 
An dieser Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. med. Albert Roessner und bei Frau Dr. 
Sabine Krueger für die Möglichkeit, dieses interessante Thema an seinem Institut und in ihrer 
Arbeitsgruppe bearbeiten zu können und für die engagierte und lehrreiche Betreuung, 
bedanken. 
Ich danke allen Mitarbeitern des gesamten Instituts für Pathologie für die freundliche 
Zusammenarbeit, die Beantwortung vieler Fragen und für die Schaffung eines angenehmen 
Arbeitsklimas. Dabei sind besonders die TA’s Kirsten Herrmanns, Doreen Medau, Gabi 
Becker und alle TA´s aus dem DNA-Labor für die stetige Hilfsbereitschaft im Laboralltag und 
für den Spaß am Rande hervorzuheben. In dieser Aufzählung darf aber auch unsere Frau Hella 
Wolf nicht fehlen, die es nicht immer leicht mit meinen immunhistochemischen Ansprüchen 
hatte. Besonders möchte ich mich auch bei Anne Teller bedanken, mit der man jederzeit eine 
rege Diskussion über die Ergebnisse führen konnte. 
Weiterhin bedanke ich mich bei Herrn Dr. Roland Hartig für seine hilfreiche Unterstützung 
und Betreuung bei der modernen Mikroskopie.  
An Herrn Prof. Dr Steffen Backert und Dr. Sabine Brandt geht ein besonderer Dank für die 
Bereitstellung des Helicobacter pylori SS1 und der sehr guten fachlichen Beratung. Danke für 
die uneingeschränkte Hilfe zu jeder Tageszeit! 
Bedanken möchte ich mich natürlich auch bei Dr. T. Reinheckel und Prof. C. Peters vom 
Institut für Molekulare Medizin und Zellforschung, A.-Ludwig Universität Freiburg für die 
Kooperation und für die zur Verfügung gestellten defizienten Mäuse. Ein ganz großes 
Dankeschön gilt dabei natürlich auch allen Mitarbeitern des zentralen Tierlabors O.-v.-
Guericke Universität, die sich wunderbar um die Betreuung der Tiere kümmerten.  
DANKSAGUNG  143. 
Mein größter Dank gilt aber meiner Familie und meinen Freunden, die zum Gelingen dieser 
Arbeit einen großen Teil beigetragen haben! 
 
Dabei danke ich meiner Familie für die Unterstützung während der gesamten Doktorarbeit, 
die Aufmunterungen in schwierigen Phasen und dafür das sie immer an mich glaubten und 
hinter mir standen.  
Ohne sie wäre ich nicht soweit gekommen! 
 
Meinen Freunden danke ich aus tiefsten Herzen, im Besonderen Kirsten Herrmanns und 
Kathrin Patsias für die Hilfe in wirklich allen Lebensnotlagen. Besonders für die Geduld und 
die Zeit, die sie immer wieder für mich aufbrachten. 
 
An letzter Stelle möchte ich einen lieben Dank meinem Freund Mathias Wolff und meiner 
kleinen Tochter Mira Wolff zukommen lassen. Ich danke euch für die Liebe und die Kraft und 
das Verständnis das ihr für meine Launen aufbrachtet. 
 
Vielen Dank! 
   
LEBENSLAUF  144. 
LEBENSLAUF 
 
Persönliche Daten  
  
Name:  Anja Bernhardt 
Geburtsdatum:  19.08.1981 
Geburtsort:  Herzberg 
Staatsangehörigkeit:  deutsch  
Adresse:  Angerstrasse 4; 39326 Wolmirstedt  
 
Schulische Ausbildung  
  
1988 bis 1994:  Grundschule Falkenberg 
1997 Auslandsaufenthalt in Frankreich (Lanion) 
1994 bis 2001 Friedrich Stoy Gymnasium Falkenberg 




10.2001 bis 09.2007  Diplom-Biologie Studium an der  
Martin-Luther Universität Halle/Wittenberg 
 Abschluss: Diplom-Biologie 
 
Thema Diplomarbeit: „Aggression und Schutzmöglichkeit in Familien Mongolischer  
Wüstenrennmäuse (Meriones unguiculatus MELNE EDWARDS, 1867)




seit 12.2007  Otto-von-Guericke Universität Magdeburg  
Institut für Pathologie 
Wissenschaftliche Mitarbeiterin  
 
Thema Promotionsarbeit: „Bedeutung der Helicobacter pylori-induzierten Cathepsin X- 
Expression für die Magenkarzinogenese:  
Untersuchung am transgenen Mausmodell.“ 
ERKLÄRUNG  145. 
ERKLÄRUNG 
 
Ich versichere, dass ich meine Dissertation über die: 
 
 
Bedeutung der Helicobacter pylori - induzierten  
Cathepsin X-Expression für die Magenkarzinogenese:  
Untersuchung am transgenen Mausmodell 
 
selbständig, ohne unerlaubte Hilfe angefertigt und mich dabei keiner anderen als der von mir 
ausdrücklich bezeichneten Quellen und Hilfen bedient habe. 
 
Die Dissertation wurde in der jetzigen oder einer ähnlichen Form noch bei keiner anderen 
Hochschule eingereicht und hat noch keinen sonstigen Prüfungszwecken gedient.  
 
 




   
